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RESUMO

O cancer € uma doenca do material genético de nossas células e a cancerologia
experimental € de grande valia para se estudar os diversos aspectos relacionados aos
processos nheoplasicos. Muitas drogas usadas atualmente na quimioterapia foram
isoladas de espécies de plantas ou derivadas de um proto6tipo natural. Porém, plantas
medicinais possuem substancias agressivas e, assim, sua toxicidade deve ser avaliada.
Rollinia leptopetala R.E. Fries, conhecida popularmente como “pinha brava”, € uma
arvore ou arbusto, endémica do Brasil e utilizada pela medicina popular como digestivo
e contra tumores e inflamagées. E pouco relatada na literatura, tanto do ponto de vista
dos estudos fitoquimicos como de suas atividades biologicas. Diante disto, este
trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antitumoral e toxicidade do Extrato
Hidroalcodlico Bruto (EHAB) das folhas de R. leptopetala, através de ensaios in vitro e
in vivo. O valor de Clso obtido através dos ensaios de exclusdo do azul de tripan foi
512,3 ug/mL. Ja no bioensaio com A. salina, o valor de CLsp obtido foi 78,49 pg/mL. O
EHAB das folhas de R. leptopetala ndo mostrou atividade hemolitica significativa em
eritrocitos de camundongos, produzindo apenas 10 % de hemdlise em concentracdes
acima de 1250 ug/mL. Na avaliacdo da atividade antitumoral in vivo frente sarcoma 180
as taxas de inibicdo do crescimento tumoral foram 8,05, 38,72 e 49,73 % apdés
tratamento com 50, 100 e 150 mg/kg do extrato, respectivamente. As analises
toxicolégicas dos animais mostraram que nao houve altera¢éo no indice de baco e timo
apos os tratamentos, alteracdes estas que ocorrem com quimioterapicos utilizados na
pratica clinica, nem dos rins, figado e coracdo. No estudo da toxicidade subcronica,
observou-se que o uso continuo do extrato na dose de 90mg/kg, possivelmente tem
uma acao diurética, pode causar anemia megaloblastica e pode afetar o Sistema
Nervoso Central, além de aumentar a quantidade de plaguetas. Portanto, € possivel
inferir gue o EHAB das folhas de R. leptopetala possui atividade antitumoral, mas que
Seu uso continuo pode causar danos toxicologicos.

Palavras-chave: Rollinia leptopetala. Atividade antitumoral. Toxicidade.



ABSTRACT

The cancer is a disease of the genetic material of our cells and the experimental
cancerology has a huge value for the studies of several aspects related to the neoplastic
processes. Many drugs used nowadays in chemotherapy were extracted from plants or
derived from a natural prototype. However, medicinal plants have aggressive
substances and, so, their toxicity must be evaluated. Rollinia leptopetala R.E. Fries,
popularly known as “angry pine”, is a tree or bush endemic in Brasil and is utilized by
popular medicine as digestive and against tumors and inflammations. It's barely
addressed in the literature, both from the point of view of phytochemist studies as their
biological activities. Because of this, this work has the objective of evaluate the
antitumor activity and the toxicity of the Brute Hydroalcoholic Extract (BHYE) of the
leaves from R. leptopetala, through the assays in vitro and in vivo. The value of Cls
obtained from the assays of the exclusion of the trypan blue was 512,3 ug/mL. Already
in the bioassay with A. salina the value obtained from CLso was 78,49 pg/mL. The
BHYE of the leaves from R. leptopetala didn’t show significant hemolytic activity in
erythrocytes in mice, producing only 10 % of hemolysis in concentrations above 1250
ug/mL. In the evaluation of antitumor activity in vivo in sarcoma 180 the rates of
inhibition of tumor growth were 8.05, 38.72 and 49.73% after treatment with 50, 100 and
150 mg/kg of the extract, respectively. The toxicological analysis of the animals showed
that there was no change in the index of spleen and thymus after the treatments, these
alterations that occur with chemotherapy drugs used in clinical practice, nor the kidneys,
liver and heart. In the study of the subchronic toxicity, it was observed that the
continuous use of the extract at a dose of 90mg/kg, possibly has a diuretic action, which
can cause megaloblastic anemia and can affect the Central Nervous System, in addition
to increasing the quantity of platelets. Therefore, it is possible to infer that the BHYE
from the leaves of R. leptopetala has antitumor activity, but that its continuous usage
can cause toxicological damage.

Key Words: Rollinia leptopetala, Antitumor activity, toxicity
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1 INTRODUCAO

A utilizagdo de plantas com fins medicinais, para tratamento, cura e
prevencdo de doencas, € uma das mais antigas formas de pratica medicinal da
humanidade (VEIGA-JUNIOR; PINTO, 2005). O homem primitivo, no meio de
tentativas e erros, teve de adquirir conhecimentos e através destes observar quais
as plantas poderiam ser utilizadas como alimento, medicamento e ainda destacar
as que fossem venenosas ou perigosas. Com o passar do tempo, o poder curativo
das plantas, tornou-se muito importante para ser esquecido e 0 homem comecou
a sistematizar o seu uso (SILVA, 2002).

A utilizacdo de plantas para tratar diversas doencas acontece no mundo
todo. Médicos da antiguidade como Hipdcrates e Avicenna ja utilizavam as plantas
medicinais. No Brasil, as plantas eram utilizadas pelos indigenas em rituais de
cura e os povos africanos faziam sua associagdo com rituais religiosos (FERRO,
2006).

De maneira indireta, a cultura popular que envolve o uso de plantas
medicinais, desperta o interesse de pesquisadores em estudos envolvendo areas
multidisciplinares, como por exemplo, botanica, farmacologia e fitoquimica, que
juntas enriguecem os conhecimentos sobre a inesgotavel fonte medicinal natural:
a flora mundial (MACIEL; PINTO; VEIGA-JUNIOR, 2002).

As plantas medicinais e seus derivados consistiram durante muito tempo a
base da terapéutica e, atualmente, cerca de 25 % dos farmacos utilizados séo de

origem vegetal. O Brasil é o pais com a maior diversidade genética vegetal do
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mundo, contando com mais de 55.000 espécies catalogadas de um total estimado
entre 350.000 e 550.000. Em contrapartida, apenas cerca de 8% das espécies
vegetais da flora brasileira foram estudadas em busca de compostos bioativos e
1.100 espécies vegetais foram avaliadas em suas propriedades medicinais e
toxicas.

As observacgdes populares sobre o uso e a eficacia de plantas medicinais
contribuem de forma relevante para a divulgacdo das virtudes terapéuticas dos
vegetais, utilizados com frequéncia, pelos efeitos medicinais que produzem,
apesar de muitos ndo terem seus constituintes quimicos conhecidos. Dessa forma,
usuarios de plantas medicinais de todo o mundo, mantém em voga a pratica do
consumo de fitoterapicos, tornando validas informacdes terapéuticas que foram
sendo acumuladas durante séculos.

Dentre as formas de uso das plantas como fonte terapéutica incluem-se os
chas, os extratos brutos ou suas fracbes padronizadas em preparacdes
farmacéuticas e os compostos isolados, usados diretamente como drogas ou
precursores em processos de sintese. Independente do uso considerado, fatores
como qualidade, seguranca e eficacia sao requisitos indispensaveis.

As pesquisas com plantas medicinais envolvem investigacfes da medicina
tradicional e popular (etnobotéanica); isolamento, purificacdo e caracterizacdo de
principios ativos (quimica organica: fitoquimica); investigagdo farmacologica de
extratos e dos constituintes quimicos isolados (farmacologia); transformacoes
quimicas de principios ativos (quimica organica sintética); estudo da relacéo

estrutura/atividade e dos mecanismos de acao dos principios ativos (quimica




D de Lima, C. U. G. B.

medicinal e farmacoldgia) e finalmente a operacdo de formulacbes para a
producdo de fitoterapicos. A integracdo destas areas na pesquisa de plantas
medicinais conduz a um caminho promissor e eficaz para descobertas de novos
medicamentos.

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), fitoterapico
€ o medicamento obtido empregando-se exclusivamente matérias-primas ativas
vegetais. E caracterizado pelo conhecimento da eficacia e dos riscos de seu uso,
assim como pela reprodutibilidade e constancia de sua qualidade. Nao se
considera medicamento fitoterdpico aquele que, na sua composi¢do, inclua
substancias ativas isoladas, de qualquer origem, nem as associagdes destas com
extratos vegetais (RDC 14 de 31/03/2010).

O intenso apelo comercial advindo do forte movimento cultural dos
naturalistas aqueceu, em todo o mundo, o consumo de plantas medicinais.
Entretanto, ndo ha respeito aos limites de uso dos fitoterapicos, ndo se fornecem
informagdes sobre efeitos colaterais, e o0 consumo de plantas, do modo como vem
sendo feito, representa cada vez mais um risco para a saude humana. Estudos
multidisciplinares, associando fitoquimicos e farmacologos, tornam-se, portanto,
cada vez mais importantes para a definicdo dos potenciais terapéuticos e toxicos
de extratos vegetais. No Brasil, as plantas medicinais da flora nativa sao
consumidas com pouca comprovacdo de suas propriedades farmacoldgicas e
toxicoldgicas, propagadas por usuarios ou comerciantes. As espécies nativas mais

citadas como de uso popular, conhecidas atravées de estudos etnofarmacologicos,
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estdo representadas nas familias Bignoniaceae, Anacardiaceae, Asteraceae,
Leguminoseae, Annonaceae, Apocynaceae, Lamiaceae e Euphorbiaceae.

Comparada com a dos medicamentos usados nos tratamentos
convencionais, a toxicidade de plantas medicinais e fitoterapicos pode parecer
trivial. Isto, entretanto, ndo é verdade. A toxicidade de plantas medicinais € um
problema sério de saude publica.

Os efeitos adversos dos fitomedicamentos, possiveis adulteracdes e
toxidez, bem como a acdo sinérgica (interacdo com outras drogas) ocorrem
comumente.

O uso milenar de plantas medicinais mostrou, ao longo dos anos, que
determinadas plantas sdo potencialmente perigosas. Entre elas encontram-se as
espécies do género Senecio, a jurubeba (Solanum paniculatum L.), ipeca
(Cephaelis ipecacuanha (Brot.) A. Rich.) e arnica (Arnica montana L.), que podem
causar irritacdo gastrointestinal; o mastruco (Chenopodium ambrosioides L.) e a
trombeteira (Datura suaveolens Humb. & Bopl ex Willd.), que podem lesionar o
sistema nervoso central; o cambara (Lantana camara L.), conhecido por sua
hepatotoxicidade; a cascara-sagrada (Rhamnus purshiana DC), que causa
distarbios gastrointestinais (como diarréia grave) e a arruda (Ruta graveolens),
que pode provocar aborto, fortes hemorragias, irritacdo da mucosa bucal e
inflamacgbes epidérmicas. Em doses elevadas, até mesmo o jatob4d (Hymenaea
courbail L.), conhecido como expectorante e fortificante, pode desencadear
reacOes alérgicas, e a sucuuba (Himathantus sucuuba (Spruve) Woodson), usada

no combate a amebiase, Ulcera e gastrite, pode ser abortiva. Muitas espécies
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podem estimular a motilidade uterina e provocar aborto, como por exemplo, o alho
(Allium sativum), aloe (Aloe ferox), angélica (Angelica archangelica), arnica (Arnica
montana), canfora (Cinnamomum canphora), confrei (Symphitum officinalis),
eucalipto (Eucaliptus globulus), alecrim (Rosmarinus officinalis), gengibre
(Zengiber officinalis) e sene (Cassia angustifolia e Cassia acutifolia).

Em meados do século XX, a quimica de produtos naturais passou a
representar a principal linha de pesquisa para a descoberta de novos agentes
anticancerigenos. Nos Estados Unidos, entre 1983 e 1994, 60% dos
medicamentos anticancerigenos aprovados eram de origem natural (CRAGG;
NEWMAN; SNADER, 1997) e, entre estes, muitos constituem compostos
secundéarios do metabolismo de vegetais superiores (CORDELL, 1993). Os
alcaldides bisinddlicos vimblastina e vincristina isolados de Catharanthus roseus
G. Don (Apocynaceae), descobertos no final dos anos 60, ainda s&o
extensamente utilizados como medicamentos para o tratamento da leucemia.
Adicionalmente, um derivado sintético chamado vinorelbina (3,5-nor-
anidrovimblastina, Navelbine®, comercializado pela Asta Médica Ltda.) foi,
recentemente, desenvolvido para o tratamento de cancer de mama.

O diterpeno paclitaxel, previamente chamado Taxol®, comercializado pela
Bristol-Myers Squibb (ROWINSKY; CAZENAVE; DONEHOVER, 1990), foi isolado
pela primeira vez no final dos anos 60 a partir das cascas de Taxus brevifolia Nultt.
(Taxaceae), e posteriormente, foi descoberto em outras espécies do género
Taxus, por exemplo, nas folhas de Taxus baccata L.. Inicialmente, o taxol foi

utilizado para o tratamento de cancer de ovario resistente a quimioterapia classica,
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hoje em dia, este medicamento tem entrado na terapia de outros canceres
ginecoldgicos, além do cancer de ovario. Em 1966 foi relatado, pela primeira vez,
o isolamento da camptotecina, a partir de uma arvore chinesa, Camptotheca
acuminata. A partir dai, foram sintetizados dois analogos da camptotecina, o
topotecano (Hycantina®) e irinotecano (Camptosar®) comercializados pela
GlaxoSmithKline e Phizer, respectivamente, para o tratamento do cancer de colon
e ovario (VIEGAS JR.; BOLZANI; BARREIRO, 2006). Outras substancias obtidas
de plantas estdo em fase de estudo para o tratamento do cancer. Um exemplo é o
caso da homoarringtonina isolada de Cephalotaxus harringtonia Var. Nana
(Cephalotaxaceae), que se mostrou ativa contra varios tipos de leucemia (ZHOU
et al., 1995).

Existem trés tipos principais de tratamento para 0 cancer:. cirurgia,
radioterapia e quimioterapia. O objetivo primario da quimioterapia, terapia
utilizando-se substancias quimicas, é destruir as células neoplasicas, preservando
as normais. Entretanto, a maioria dos agentes quimioterapicos atua de forma nao-
especifica, lesando tanto células malignas quanto normais, particularmente as
células de rapido crescimento, como as gastrointestinais, capilares e as do
sistema imunoldgico. Isto explica a maior parte dos efeitos indesejaveis da
quimioterapia: nauseas, perda de cabelo e susceptibilidade maior as infeccoes.
Por isso, a busca por novas drogas com maior poténcia quimioterapica e que
desenvolvam menos efeitos tdxicos é constante.

Diante do exposto, é evidente a importancia da avaliagdo do potencial

téxico das plantas medicinais através de estudos cientificos necessarios para que
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a populagéo tenha acesso a uma terapia alternativa segura e de qualidade, a qual
ndo é tdo econbmica quanta se pensa, visto que exige um razoavel investimento
para o desenvolvimento das pesquisas.

A presente tese objetivou contribuir para a pesquisa cientifica no que se
refere a investigacdo farmacoldgica da atividade antitumoral, in vitro e in vivo, e

toxicoldgica in vivo do extrato hidroalcodlico das folhas de Rollinea leptopetala.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Toxicologia de produtos naturais

A Toxicologia, observada sobre o &mbito da ciéncia moderna, é uma ciéncia
multidisciplinar que, além de estudar os efeitos adversos ocasionado por agentes
quimicos no homem e no meio ambiente, estuda também as propriedades fisico-
quimicas de cada substancia avaliando a seguranca de seu uso (ADEBAL, 2001).

O uso milenar de plantas medicinais mostrou, ao longo dos anos, que
determinadas plantas apresentam substancias potencialmente perigosas. Do
ponto de vista cientifico, pesquisas mostraram que muitas delas possuem
substancias agressivas e, por esta razdo, devem ser utilizadas com cuidado,
respeitando seus riscos toxicolégicos (VEIGA-JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).

Um dos efeitos toxicos relatados recentemente foi ocasionado pelo uso de
capsulas de téucrio (Teucrium chamaedrys L. — Labiateae) que causou uma
epidemia de hepatite na Franca. A origem do efeito toxico foi atribuida a
diterpenos do tipo neo-clerodano, transformados pelo citocromo P450 em
metabolitos hepatotdxicos, que apresentavam uma subunidade epdxido.
Anteriormente, o uso do téucrio era tido como seguro até que a comercializacao
do vegetal em capsulas associado a camomila, prescrito para dietas de
emagrecimento, desencadeou o0s casos de hepatite toxica (LOEPER et al., 1994;

VEIGA-JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).
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Outro caso importante € o do confrei (Symphytum officinale L. -
Boraginaceae). Esta planta € utilizada na medicina tradicional como cicatrizante
devido a presenca da alantoina, mas também possui alcaloides pirrolizidinicos, os
quais sdo comprovadamente hepatotoxicos e carcinogénicos (BUCKEL, 1998).
Apés diversos casos de morte ocasionados por cirrose resultante de doenca
hepética veno-oclusiva, desencadeadas por estes alcaloides, o uso do confrei foi
condenado pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (VEIGA-JUNIOR; PINTO;
MACIEL, 2005).

Diante do exposto, é evidente a importancia da avaliagdo do potencial
toxico das plantas medicinais e de seus constituintes através de estudos
cientificos necessarios para que a populacdo tenha acesso a uma terapia
alternativa segura e de qualidade, a qual ndo é tdo econbmica quanta se pensa,
visto que exige um razoavel investimento para o desenvolvimento das pesquisas.
Laboratorios de Produtos Naturais tém inserido dentro de suas rotinas ensaios
biol6gicos simples, no intuito de selecionar e monitorar a pesquisa de extratos de
plantas na procura de substancias bioativas. Dentre esses bioensaios, encontra-se
0 ensaio de toxicidade frente Artemia salina Leach, que € um microcrustaceo de
agua salgada comumente usado como alimento para peixes. A simplicidade com
que pode ser manuseado, a rapidez dos ensaios e o0 baixo custo favorece a sua
utilizagéo rotineira em diversos estudos, além do que, tais ensaios de letalidade
sdo muito utilizados em analises preliminares de toxicidade geral (LUNA et al.,

2005; NASCIMENTO et al., 2008).
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Atualmente, um dos debates éticos em ampla evidéncia esta relacionado ao
uso de animais em experimentos laboratoriais. Adicionalmente, além da questao
ética, existe um fator financeiro envolvido nos estudos de toxicidade in vivo. Uma
das solucbes para essa problematica sugere a realizagdo de ensaios de toxicidade
in vitro, fortemente recomendados para a realizacdo da fase preliminar de testes,
com o intuito de predizer o potencial toxico de uma substancia, utilizando-se,
posteriormente, um menor numero de animais experimentais (FRESHNEY, 1994,
MELO; DURAN; HAUN, 2001).

Inidmeros trabalhos envolvendo estudos pré-clinicos in vivo de produtos
naturais, utilizam parametros bioquimicos, hematolégicos e anatomopatoldgicos
para avaliar possiveis sinais de toxicidade (BEZERRA et al., 2008; BEZERRA et
al., 2009; GONZAGA et al., 2009; LINS et al., 2009). Em estudos farmacolégicos/
toxicoldgicos, apds exposicdo as drogas, sdo analisados parametros que avaliam
possiveis alteracdes na funcdo hepética, como as transaminases, alanina
aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST); funcdo renal, como
uréia e creatinina, bem como nos parametros hematoldgicos como o eritrograma,
leucograma e plaquetograma. Ainda, exames anatomopatologicos (macro e
microscopicos) sao de extrema importancia, pois analisam estrutura e funcéo, em
nivel celular. Portanto, é evidente a importancia da avaliacdo desses parametros

para detectar possivel toxicidade de qualquer droga analisada.
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2.2 Artemia salina L.

Artemia salina € um crustaceo da classe Anostracea, que vive em aguas
salinas e salobras de todo o mundo. O bioensaio consiste em avaliar a exposi¢céo
de um determinado composto frente a esse crustaceo, realizando a andlise do

calculo da Concentracdo Letal Média (CLSO), ou Seja, a concentracdo que mata

metade de uma populacdo (LOPES et al, 2006). O emprego desta técnica
apresenta diversas vantagens por apresentar baixo custo, facilidade de
implantacdo e manutencdo (MORALES et al, 2003). Trata-se de um teste simples
e rapido onde os cistos sao facilmente encontrados no comércio, além de
permanecerem viaveis por anos no estado seco (LHULLIER; HORTA,;

FALKEMBERG, 2006) e nédo exigir técnicas asseépticas (SIQUEIRA et al, 1998).

Figura 1: Artemia salina L.
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2.3 Legislacdes referentes a Ensaios Toxicoldgicos

A publicacédo da primeira edicdo da Farmacopéia Brasileira, em 1929, foi o
primeiro ato normativo e o mais expressivo e importante com referéncia a plantas
medicinais no Brasil. Foi elaborada por Rodolfo Albino durante doze anos e
contemplava mais de 280 espécies botanicas brasileiras e estrangeiras contendo
as monografias a serem utilizadas como referéncia nos aspectos de controle de
qualidade na preparagcéo de medicamentos (MARQUES, 2005).

No Brasil, as normas que regiam 0s ensaios toxicolégicos de novos
produtos, constantes da Resolu¢cdo Normativa n° 1/78 da Céamara Técnica de
Medicamentos do Conselho Nacional de Saude, contém informacdes de carater
geral sobre os testes a serem realizados (CONSELHO NACIONAL DE SAUDE,
1978), ndo especificando, porém, como realizd-los e interpreta-los
convenientemente.

Em 1983, O Programa de Pesquisa de Plantas Medicinais (PPPM) foi
estabelecido pela extinta Central de Medicamentos - CEME, 6rgdo do MS criado
pelo Decreto n° 68.806, de 25 de junho de 1971, responsavel pela distribuicdo de
medicamentos. O PPPM foi estruturado com o objetivo de “promover a pesquisa
cientifica das propriedades terapéuticas potenciais das espécies vegetais
utilizadas pela populacdo, mirando o futuro desenvolvimento de medicamentos ou
preparacdes que sirvam de suporte para o estabelecimento de uma terapéutica
alternativa, considerando, inclusive, sua integracdo ao Relatério Nacional de

Medicamentos Essenciais-RENAME”. Naquela ocasido foram selecionadas 74
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espécies para o desenvolvimento de estudos, entre elas, 17 nativas. O PPPM
possibilitou o desenvolvimento de pesquisas que levaram a comprovacdo da
eficacia terapéutica de Espinheira santa Maytenus ilicifolia (SANT'ANA; ASSAD,
2004). Em 1983 a CEME constituiu a Comissdo de Ensaios Pré-clinicos e
Clinicos, através da portaria n° 104 de 29/12/82 (CEME, 1983b), destinada a
elaborar protocolo detalhado de pesquisa integrada, baseada no conjunto de
plantas definido pela “Comissdo de Selecdo de Plantas”. Este protocolo conteve
especificacdo a nivel de bateria de testes a ser executada por classe terapéutica
do elenco de plantas, selecionado para estudo sistematico e completo.

Em 1988 a Resolugdo n° 01/88 do Conselho Nacional de Saude
(CONSELHO NACIONAL DE SAUDE, 1988), aprovou Normas de Pesquisas em
Saude. Nesta resolucao, define-se por pesquisa farmacolégica as atividades
cientificas de estudos de medicamentos e produtos biolégicos para uso em seres
humanos, a respeito dos quais ndo se tenha experiéncia prévia no pais, que nao
tenham sido registrados pelo Ministério da Saude e, portanto, ndo sejam
distribuidos em forma comercial, bem como os medicamentos registrados e
aprovados para venda, quando se pesquisa seu uso com modalidades,
indicacdes, doses ou vias de administracdo diferentes daquelas estabelecidas,
incluindo seu emprego em combinagdes. A Resolugdo n° 01/88 ainda define as
exigéncias da pesquisa pré-clinica e as fases para pesquisa clinica (fases I, 1, I,
IV) que somente deveria ser iniciada mediante expressa autorizagdo do Comité de
Etica da instituicdo de atencéo a satde, devidamente credenciado pelo Conselho

Nacional de Saude.
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A extincdo da CEME em 1997, sem duvida, representou uma perda para 0s
estudos e pesquisas sobre plantas medicinais no pais (SANT'ANA; ASSAD,
2004).

No inicio de 1995, foi publicada a Portaria n° 6 da ANVISA - Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria, de 31 de janeiro de 1995, onde foram
apresentadas as principais exigéncias para a concessao do Registro do produto
fitoterapico tais como:

A) Apresentar estudos cientificos que comprovem a seguranca e a eficacia
terapéutica do produto fitoterdpico, de acordo com as exigéncias estipuladas na
Resolucdo 1/88 do Conselho Nacional de Saude- CNS:

-Toxicologia pré-clinica

-Toxicologia clinica

B) Apresentar estudos cientificos que comprovem a eficacia do produto
fitoterapico de acordo com as exigéncias estipuladas na Resolucdo 1/88 do CNS:
-Farmacologia pré-clinica

-Farmacologia clinica, estabelecendo a relacédo dose/ atividade.

-Definir o conjunto de indicagdes terapéuticas, adequadamente nominadas.
-Apresentar as contra-indicacoes, registro de uso, efeitos colaterais e reacdes
adversas para cada forma farmacéutica.

Esta Portaria exigiu a revalidacdo do registro dos produtos fitoterapicos ja
comercializados, dando prazos para apresentacdo dos estudos de toxicidade (5
anos) e de comprovacéao da eficacia (10 anos). Ainda relacionada a Portaria n°6

da ANVISA, de 31 de janeiro de 1995, € divulgada a Portaria n°® 116, de 08 de
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agosto de 1996 emitida pela Secretaria de Vigilancia Sanitaria —Ministério da
Saude (SVS/MS), que publicou as Propostas de Normas para estudo da
Toxicidade e da Eficicia de Produtos Fitoterapicos.

Neste mesmo ano, o Conselho Nacional de Saude aprovou a Resolugao n°
196/96 que fundamentava-se nos principais documentos internacionais que
emanaram declaracbes e diretrizes sobre pesquisas que envolvem seres
humanos. Esta resolugdo incorpora, sob a 6tica do individuo e das coletividades,
0s quatro referenciais basicos da bioética: autonomia, ndo maleficéncia,
beneficéncia e justica, visando assegurar os direitos e deveres que dizem respeito
a comunidade cientifica, aos sujeitos da pesquisa e ao Estado (CONSELHO
NACIONAL DE SAUDE, 1996).

A Resolugéo n° 251 do Conselho Nacional de Saude, de 07 de agosto de
1997 aprova as normas de pesquisa envolvendo seres humanos para a area
temética de pesquisa com novos farmacos, medicamentos, vacinas e testes
diagndsticos e incorpora todas as disposicdes contidas na Resolucéo 196/96.

A Portaria n® 6/MS/SNVS, de 31 de janeiro de 1995 foi revogada pela
Resolucao da Diretoria Colegiada- RDC n° 17, de 24 de fevereiro de 2000, que
dispde sobre o registro de medicamento fitoterapico. Esta Resolucéo incorpora as
definicbes de medicamento fitoterapico novo, tradicional e similar.

A RDC n°17, de 24 de fevereiro de 2000 apresenta a Relagédo Oficial de 13
espécies cujos efeitos terapéuticos foram comprovados cientificamente,

apresentada na tabela 1.
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Tabela 1: Lista oficial das espécies cujos efeitos terapéuticos foram comprovados
cientificamente, conforme a RDC n°17, de 24 de fevereiro de 2000

NOME POPULAR

NOME CIENTIFICO

Cynara scolymus L. Alcachofra
Allium sativum L. Alho

Aloe vera L. Babosa
Pneumus boldus Molina Boldo-do-Chile
Calendula officinalis L. Caléndula
Matricaria recutita L Camomila
Symphytum officinale L. Confrei
Pimpinella anisum L. Erva-doce
Zimgiber officinale Roscoe Gengibre
Melissa officinalis L. Melissa
Passiflora incarnata L. Maracuja
Senna Alexandria L. Sene

Mentha piperita L.

Hortela-pimenta

Na RDC n°17 foi determinado que os medicamentos registrados até

31/01/95, apresentassem até 31/01/2001 os estudos sobre toxicologia do

medicamento fitoterapico de acordo com esta resolucéo.

A Resolugcédo RDC n° 48, de 16 de marco de 2004, que dispde sobre o

registro de medicamentos fitoterapico, revogou a RDC n° 17 de 25 de fevereiro de

2000. Esta resolugéo define fitoterapico como “Medicamento obtido empregando-

se exclusivamente matérias-primas ativas vegetais.

E caracterizado pelo
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conhecimento da eficacia e dos riscos de seu uso, assim como pela
reprodutibilidade e constancia de sua qualidade. Sua eficdcia e seguranca é
validada através de levantamento etnofarmacologicos de utilizacéo,
documentacdes tecnocientificas em publicacdes ou ensaios clinicos fase 3. Nao
se considera medicamento fitoterdpico aquele que, na sua composicao, inclua
substancia ativas isoladas, de qualquer origem, nem as associacdes destas com
extratos vegetais.” Ainda determinou que um dos critérios para a avaliacdo da
seguranca de uso e indicacfes terapéuticas é a apresentacdo da comprovacao de
seguranca de uso (Toxicologia pré-clinica,Toxicologia clinica) e de eficacia
terapéutica (Farmacologia pré-clinica, Farmacologia clinica) do medicamento. Os
ensaios clinicos deverdo atender as exigéncias estipuladas pelo Conselho
Nacional de Salude-CNS através das Resolucdes 196/96 e 251/97. Os ensaios de
toxicologia pré-clinica deverao utilizar como parametros minimos o GUIA PARA A
REALIZAC;AO DE ESTUDOS DE TOXICIDADE PRE-CLINICA DE
FITOTERAPICOS, que é normatizado pela Resolugcdo RE n°90, de 16 de margo
de 2004.

Atualmente, a RDC n° 48 foi revoada pela RDC n° 14 de 31 de marco de
2010, que tem como objetivo estabalecer os requisitos minimos para o registro de
medicamentos fitoterapicos.

A portaria n° 971 de 3 de maio de 2006 do Ministério da Saude, aprova a
Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no Sistema
Unico de Saude. Esta portaria define a fitoterapia como “terapéutica caracterizada

pelo uso de plantas medicinais em suas diferentes formas farmacéuticas, sem a
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utilizacdo de substancias ativas isoladas, ainda que de origem vegetal”. Tem como
objetivos incorporar e implementar as Praticas Integrativas e Complementares no
SUS, na perspectiva da prevencédo de agravos e da promocéo e recuperacao da
saude, com énfase na atencdo basica, voltada para o cuidado continuado,
humanizado e integral em saude; Contribuir para a ampliacdo do acesso as
Praticas Integrativas e Complementares, garantindo qualidade, eficacia e
seguranca no uso; Promover a racionalizacdo das a¢cfes de saude. Apresenta
como uma das suas diretrizes a elaboracdo da Relacdo Nacional de Plantas
Medicinais e da Relacdo Nacional de Fitoterapicos; Promoc¢éo do uso racional de
plantas medicinais e dos fitoterapicos no SUS; Cumprimento dos critérios de
qualidade, eficacia, eficiéncia e seguranca de uso.

O decreto n° 5.813 de 22 de junho de 2006 aprova a Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos, e tem como objetivo garantir a populacao
brasileira 0 acesso seguro e 0 uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos,
promovendo o uso sustentavel da biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia
produtiva e da industria nacional.

As normas atuais, embora aprimoradas em muitos aspectos, ndo vém
sendo aplicadas em sua totalidade visto que ainda sdo comercializados

medicamentos sem registro ou apenas com protocolo, com informacdes

incompletas e sem embasamento cientifico (VIRGILIO, 2004)
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2.4 Cancer e atividade antitumoral

As neoplasias, tanto benignas quanto malignas, sdo doencas genéticas
cujas mutacOes que lhes dao origem podem ser hereditariamente transmitidas
pela linhagem germinativa ou adquiridas nos tecidos somaticos . Resultam de uma
mudanca do estado celular a partir do acumulo de alteracbes genéticas, que
desorganizam os eventos celulares normais. As malignidades hematolégicas, por
sua vez, sao doencas particularmente heterogéneas e complexas, tanto sob o
aspecto morfolégico, como biologico. O clone leucémico pode surgir em fases
diferentes do desenvolvimento de linhagens celulares diversas, resultando em
doencas de comportamento variavel, quanto a evolucdo clinica e resposta
terapéutica (LESZCZYNIECKA et al.,, 2001). Mas, quando o assunto é cancer,
hematopoético ou sélido, € inevithvel o exercicio intelectual exigido para
compreensao de varios aspectos, como dos tantos mecanismos biol6gicos
envolvidos no processo tumoral, dos diversos métodos e técnicas capazes de
detectar as alteracOes envolvidas na doenca, e dos tratamentos eficazes e com

baixa toxicidade.

2.4.1 Atividade antitumoral in vitro

Cultura de células de mamiferos fornecem ferramentas importantes para

avaliacdo da citotoxicidade de compostos com potencial atividade terapéutica.

Toxicidade é um evento complexo expresso em um largo espectro de efeitos, que
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variam desde simples morte celular até mudancas metabdlicas complexas como
neuro, hepato e/ou nefrotoxicidade, onde ndo ha morte celular necessariamente,
mas sim alteragbes funcionais. Devido a essas consideragbes, 0s ensaios de
citotoxicidade in vitro devem abranger diversos parametros que avaliem diferentes
alvos celulares (ROGUET et al., 1993).

Por motivos éticos e financeiros, a utlizacdo de ensaios in vitro é
fortemente recomendada para a realizacdo da fase preliminar de testes, com o
intuito de predizer o potencial téxico de uma substancia, utilizando-se,
posteriormente, um menor numero de animais experimentais (FRESHNEY, 1994,
MELO; DURAN; HAUN, 2001).

Os ensaios in vitro tornam-se mais vantajosos em relacéo aos testes in vivo
pela maior simplicidade e rapidez de execucdo, pela necessidade de pequena
quantidade de substancia teste para a realizagdo dos experimentos, por
fornecerem melhor controle sobre as condigbes experimentais, permitindo melhor
reprodutibilidade dos ensaios e resultados, e ainda por diminuirem o custo da
pesquisa através da reducdo do numero de animais utilizados nos experimentos.
Outra grande vantagem é a disponibilidade atual de uma grande variedade de
linhagens em bancos de células, possibilitando maior acesso a utilizacdo de
modelos in vitro (CHU, 1995).

Um dos procedimentos largamente utilizados para avaliar a citotoxicidade é
o ensaio de reducdo do MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazolium). O MTT € um corante amarelo, reduzido por células que

mantém a integridade mitocondrial para um composto azul (formazan), insoluvel
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em solugdo aquosa. Nesse caso, a fungdo metabdlica celular é avaliada através
da reducdo enzimatica do MTT, principalmente pela enzima mitocondrial succinato
desidrogenase (SLATER et al., 1963), obtendo-se assim informacdes sobre a
integridade funcional dessa organela. Somente células vidveis reduzem o MTT
para o formazan, e, portanto, a quantidade de formazan produzido é proporcional
ao numero de células viaveis presentes (DENIZOT; LANG, 1986; MOSMANN,
1983). Entretanto, trabalhos recentes mostram que algumas substancias sao
capazes de interagir de alguma forma com o MTT e assim inibir a redugéo do MTT
sem afetar a viabilidade celular, ou ainda, induzir a redugédo do MTT na auséncia
de células vivas. Por isso, em adicao a realizacdo do ensaio de reducdo do MTT é
recomendada a utilizagcdo de outros ensaios de citotoxicidade para avaliar o efeito
de substancias quimicas na viabilidade de culturas celulares (AHMAD et al., 2006;
TREVISI et al., 2008).

A viabilidade celular apds exposicdo as drogas pode ser medida pela
exclusdo de corantes vitais como o0 azul de tripan. A exclusédo do azul de tripan,
juntamente com observac¢des morfoldgicas, permite avaliar a integridade estrutural
da membrana plasmatica celular. Esse ensaio baseia-se na perda da integridade
da membrana celular das células néo viaveis causando a captacdo do corante
vital.

A leucemogénese € um fendbmeno complexo caracterizado por anomalias
de proliferacdo e diferenciacéo, resultando em bloqueio de maturacao, e expansao
clonal de células leucémicas (UZUNOGLU et al., 1999). A Leucemia Mielbide

Aguda (LMA) é caracterizada pela proliferacio andémala dos precursores
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granulociticos-macrofagicos da medula éssea. A Leucemia Promielocitica Aguda
(LPA) é um subtipo muito peculiar de LMA que representa um modelo para o
entendimento da origem e tratamento da leucemia em nivel de desenvolvimento e
genética molecular. Dados clinicos e biolégicos obtidos nas ultimas décadas
despertaram o interesse de pesquisadores nesse subtipo de leucemia com o
intuito de desenvolver novas abordagens terapéuticas. As linhagens celulares
reproduzem as caracteristicas bioldgicas de LPA humana e, grande parte dos
conhecimentos atuais sobre a biologia celular da LPA adveio de estudos
realizados em linhagens celulares estabelecidas a partir de pacientes com LPA,
como por exemplo, a HL60.

A linhagem celular da LPA humana HL60 foi estabelecida em 1976 a partir
do sangue periférico de pacientes com LPA e foi a primeira e Unica linhagem de
células de LMA disponivel por muitos anos. Essas células proliferam
continuamente em suspensdo, e sdo sensiveis a uma grande variedade de

compostos (COLLINS et al., 1978).

2.4.2 Atividade antitumoral in vivo

Apesar das vantagens bem descritas para a utilizacdo de modelos
desenvolvidos em computadores, animais inferiores, orgaos isolados ou culturas
celulares, todos apresentam grande limitacdo e, em grande parte, ndo podem ser
considerados alternativas satisfatorias para substituicdo dos testes com animais.

Conguanto alternativas viaveis e substitutivas ao seu uso devam ser
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continuamente buscadas, torna-se imperativo adotar dispositivos regulamentares
licidos e realistas que garantam a continuagdo da utilizagdo de animais no ensino
e na pesquisa cientifica. Tudo isso por que a pseudomoralidade muitas vezes
utilizada como subterflgio para tentar diminuir a grandiosidade do incontestavel
conhecimento advindo da experimentacdo com animais, ndo pode negar que eles
prestaram e prestam grandes beneficios a humanidade. Atualmente, os animais
sdo utilizados nos processos do ensino e da pesquisa cientifica e, com o
conhecimento que dispomos até entdo, eles continuam sendo indispensaveis a
essa pratica (MARQUES et al., 2005).

Adicionalmente, embora os testes in vitro sejam bastante utilizados, ha uma
consideravel limitacdo dos mesmos: compostos, 0s quais sao ativos através da
transformacdo de metabdlitos, sdo efetivos apenas se testados in vivo. A
ciclofosfamida, largamente utilizada na terapia do cancer, ndo mostra qualquer
atividade citotéxica in vitro. O composto pode ser transformado em metabdlitos
ativos alquilantes por enzimas microssomais localizadas no figado.

O sarcoma 180 (S180) ou tumor de Crocker € um tumor indiferenciado que
foi encontrado em ratos albinos machos em 1914. Apesar de seu comportamento
agressivo local, esta neoplasia ndo produz metastase (KURASHIGE et al., 1982).
Pode ser transplantado por inoculacdo subcutédnea, intramuscular ou
intraperitoneal e cresce rapidamente em 90 — 100 % dos animais inoculados,
havendo regressédo natural de 8 — 10 % desses. Em geral, ocorre ulceracdo da
pele ao redor do 28° dia apds a inoculacdo subcutanea, e 0s animais morrem

geralmente entre 200 — 300 dias (KAWAKUBO, et al., 1980). A forma sdlida &
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pouco hemorragica e caracteriza-se pelo répido crescimento, atingindo

18x14x10mm por volta de sete dias apos o transplante (O’PESSOA, 1992).

2.5 A familia Annonaceae e o género Rollinia

A familia Annonaceae foi criada em 1789, por Jussieu (HUTCHINSON,
1973). Possui distribuicdo pantropical com cerca de 2.300 espécies, distribuidas
em 130 géneros (MAAS et al., 2001), sendo muitas destas espécies adaptadas
para a polinizacdo por insetos (ARMSTRONG & MARSH , 1997; GOTTSBERGER,
1999). No Brasil, a familia encontra-se bem representada com 29 géneros e
aproximadamente 260 espécies distribuidas nas florestas atlantica e amazbnica
sendo que todos os géneros tém ocorréncia registrada na Amazoénia (BARROSO
et al., 1978). Na Paraiba, um levantamento no Herbério Prof. Lauro Pires Xavier
(JPB) registrou 7 géneros e 12 espécies dessa familia (PONTES et al., 2004).

Na flora mundial a familia Annonaceae € constituida por plantas arbéreas ou
arbustivas sendo as trepadeiras também muito freqientes (HEGNAUER, 1964).
Possuem folhas simples, inteiras, alternadas e sem estipulas. As flores,
hermafroditas, sdo quase sempre vistosas e geralmente solitarias. Ha muitos
estames, mais ou menos sésseis, inseridos em espiral. O ovario é constituido por
varios carpelos (raras vezes um s0). O fruto é geralmente uma baga carnosa,
muitas vezes comestivel, mas, freqiientemente, € uma regido de varias bagas no

mesmo receptaculo (SCHULTZ, 1984).
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Em termos taxonémicos, a familia Annonaceae constitui um grupo muito
uniforme, seja do ponto de vista anatdmico, estrutural e de habitat, distinguindo-se
por apresentarem uma combinacdo de caracteristicas bem marcantes. S&o
vegetais lenhosos, arbustivos ou arborescentes.

Grande numero de espécies da familia Annonaceae destaca-se devido
presenca de 6leos essenciais. Os constituintes desses 6leos sao geralmente mono
e sesquiterpenos ou compostos aromaticos (SANTOS et al., 2000), mas ésteres de
acidos alifaticos podem ser também encontrados (JIROVETZ et al., 2002).

Dos 39 géneros da familia Annonaceae presentes no continente Americano,
34 podem ser encontrados na América do Sul, onde predominam os géneros
Annona L., Duguetia St. Hil., Guatteria Ruiz et Pavan e Xylopia L. (BRUMMITT,
1992). No Brasil, dentre os 29 géneros presentes encontra-se o género Rollinia,
constituido por 65 espécies que ocorrem, principalmente, na América do Sul,
entretanto, poucas espécies podem ser encontradas no México, Caribe e América
Central (LEBOEUF et al., 1982).

Dados da literatura demonstram que o género Rollinia produz uma grande
variedade de compostos destacando-se os alcaloides do tipo isoquinolinicos
isolados de Rollinia leptopetala (SETTE et al.,, 2000a; SETTE et al., 2000b)), R.
emarginata (NIETO, 1986), R. mucosa (CAETANO; DADOUN, 1987; KUO et al.,
2001), R. papilionella (DABRAH, 1984) e R. serica (ABRASH; SNEDEN, 1983),
alcaldides indolicos isolados de Rollinia mucosa (CHAVEZ et al., 1999), lignéides
isolados de R. emarginata (FEVIER et al., 1999), R. membranacea (SAEZ et al.,

1993), R. mucosa (CHEN et al., 1996a; CHEN et al.,, 1996b ), R. pickelii (DE
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MESQUITA et al., 1988) e acetogeninas isoladas em todas as espécies de Rollinia
estudadas.

Algumas espécies de Rollinia, como a Rollinia papilionella (DABRAH,;
SNEDEN, 1983) e a Rollinia mucosa (DONOHOE et al., 2006) apresentam
atividade antitumoral e citotoxica. Outras espécies, como Rollinia sericea, além
destas atividades, apresentam ac¢do inibidora da proteina cinase C (BARNES;
SCHANEBERG; SNEDEN, 1995), e a Rollinia ulei possui acdo inibidora de
Interleucina Il e da proteina fosfatase (MISKI et al., 1995).

Estudos realizados com o extrato de Rollinia exsucca e Rollinia pittieri,
mostraram que essas espécies possuem atividade citotoxica e antiparasitaria
contra Leishmania spp., Plasmodium e Trypanosoma cruzi. (OSORIO et al., 2007).

Foram isolados, do caule de Rollinia mucosa, alcaldides (romucosina A, B,
C e D), que apresentaram significativa inibicdo da atividade plaquetaria (KUO et
al., 2001).

A andlise quimica de compostos de aroma floral de espécies amazonicas
de Annonaceae polinizadas por pequenos besouros produziu um total de 58
compostos volateis de seis espécies de Annonaceae distribuidas em quatro
géneros (Xylopia, Anaxagorea, Duguetia, e Rollinia) (JURGENS et al., 2000).

Annona muricata, A. cherimolia e Rollinia membranacea, conhecidas pelas
suas citotoxicidades foram utilizadas como controles positivos no estudo da
atividade antitumoral e antiviral de plantas medicinais da Colémbia (BETANCUR-

GALVIS et al., 1999).
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2.6 A espécie Rollinia leptopetala

Rollinia leptopetala R.E. Fries, conhecida popularmente como “pinha brava”,
€ uma arvore ou arbusto (Figura 1), endémica do Brasil e utilizada pela medicina
popular como digestivo e contra tumores e inflamagdes (AGRA et al., 2007).

O estudo fitoquimico dessa espécie permitiu o isolamento de alcalbides
protoberberinicos e aporfinicos (Sette et al., 2000 a,b). E pouco relatada na
literatura, tanto do ponto de vista dos estudos fitoquimicos como de suas

atividades biologicas.

Figura 2: Foto de Rollinia leptopetala em seu habitat. Foto: Josean Fechine
Tavares

Estudos prévios envolvendo equipes de pesquisa do Laboratério de
Tecnologia Farmacéutica Prof. Delby F. Medeiros permitiram, através de técnicas

especificas, a identificacdo de 22 constituintes em uma mistura complexa de

47 S
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monoterpenos (54,5%) e sesquiterpenos (45,5%) do Oleo essencial das folhas de
Rollinia leptopetala. Embora o 6leo essencial ndo tenha apresentado atividade
antibacteriana significativa in vitro, ele apresentou atividade moduladora de
resisténcia, quando avaliado em linhagem de Staphylococcus aureus portadora de
bomba de efluxo responsavel pela resisténcia ao norfloxacino.

O extrato metandlico das folhas e caule de R. leptopetala mostrou ainda
atividade antioxidante e citotoxica, avaliada através do bioensaio com Artemia
salina.

Adicionalmente, outra equipe de pesquisa do PgPNSB mostrou que o
extrato etandlico do caule R leptopetala apresentou efeito antiespasmodico em

ileo isolado de cobaia (MONTEIRO, et al., 2008).

2.7 Acetogeninas: principais substancias isoladas de Rollinia

Quimicamente, as acetogeninas sdo compostos derivados dos &cidos
graxos de cadeia longa e contém tipicamente duas cadeias longas de
hidrocarbonetos, uma das quais conecta um grupo terminal, podendo ser saturado
ou a,B-insaturado, a um nuamero variavel de anéis tetrahidrofurano (THF) ou
tetrahidropiranico (THP). As cadeias hidrocarbbnicas apresentam-se geralmente
oxigenadas na forma de grupos hidroxilas, acetoxilas e/ou cetonas, acetogeninas
sem anéis THF, com anéis simples com ligagbes duplas e com presenca ou

auséncia de grupos epoxidos. Até o momento, esses compostos foram
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encontrados unicamente na familia Annonaceae. (POLO-ZAFRA et al., 1998,
FANG et al., 1993).

As acetogeninas possuem um amplo espectro de atividades biologicas, tais
como atividade antitumoral, antiparasitaria, inseticida e imunossupressora (LIAW
et al., 1999).

Desde 1982, mais de 200 tipos de acetogeninas foram relatados em
espécies da familia Annonaceae. Como ndo apresentam intensa absorbancia em
ultra-violeta (UV), torna-se dificil o isolamento e identificacdo em fraches
cromatograficas de extratos vegetais (GU et al., 1997).

Acetogeninas e ligndides foram isolados da casca do caule de Rollinia
emarginata, e estudos demonstraram que esses compostos possuem atividade
antiprotozoaria, principalmente contra Trypanosoma cruzi e Leishmania (FEVIER
et al., 1999).

Em 1995, foi isolada das folhas de Rollinia mucosa, uma acetogenina
chamada mucocina (SHI et al., 1995), que possui um anel THF e é dotada de
significante atividade citotoxica. Estudos realizados com essa acetogenina
mostraram uma atividade antitumoral bem mais potente, principalmente para
linhagem celular de céancer de pancreas, do que o agente antitumoral
doxorrubicina, causando apoptose das células tumorais (CRIMMINS et al., 2006).
Essa acetogenina também se mostrou eficaz contra linhagem celular de céncer de

mama, quando comparada com adriamicina (NARAYRAN & BORHAN, 2006).
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Posteriormente, foi isolado outro tipo de acetogenina dos frutos imaturos de
Rollinia mucosa, denominada rolicosina, que possui dois terminais y-lactona, que
também possui significante atividade antitumoral (QUINN et al., 2005).

Acetogeninas isoladas de sementes de Rollinia membranacea mostraram
ser eficazes em inibir o crescimento de tumores humanos em linhagem de células
de mama, pulmao, figado, célon (ROYO et al., 2003).

Além dos 40 tipos de acetogeninas ja conhecidas até o momento, foram
isoladas de Rollinia mucosa mais quatro novos tipos (GU et al., 1997)

Estudos fitoquimicos com a espécie Rollinia papilionella permitiram o
isolamento e elucidacdo estrutural de uma acetogenina, que foi denominada
rolinona (DABRAH; SNEDEN, 1984). Em seguida, a partir de frutos secos de
Rollinia sylvatica, foi isolada uma acetogenina denominada silvaticina
(MIKOLAJCZAK et al, 1990). Ambas as acetogeninas mostraram ser
extremamente citotoxicas para células tumorais humanas (DABRAH; SNEDEN,
1984; MIKOLAJCZAK et al., 1990).

Algumas acetogeninas ja foram estudadas em relacdo ao seu mecanismo
de acdo antitumoral. Observou-se que essas substancias podem inibir
seletivamente as células cancerosas através do bloqueio do complexo
mitocondrial 1 (NADH-ubiquinona oxidorredutase), e da inibicdo da membrana
plasmatica NADH oxidase, que esgota ATP e induz a apoptose (morte celular

programada) em células malignas (EVANS et al., 2003).
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Considerando todos esses aspectos, nos propomos a investigar a atividade
antitumoral do extrato hidroalcodlico de Rollinia leptopetala in vitro e in vivo, bem

como sua toxicidade pré-clinica em camundongos




Objetivos
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

= Avaliar a toxicidade pré-clinica e o efeito antitumoral do extrato

hidroalcodlico bruto das folhas de Rollinia leptopetala.

3.2 Especificos

= Avaliar a toxicidade pré-clinica aguda e subcrénica do extrato hidroalcodlico
das folhas de R. leptopetala em camundongos albinos sui¢cos (Mus musculus), por

via oral, com base na RE n. 90/04 da ANVISA.

= Avaliar a toxicidade em Artemia salina L.

»= Avaliar a atividade antitumoral in vitro do extrato hidroalcodlico das folhas
de R. leptopetala em linhagem de células de leucemia promielocitica humana
(HL60) utilizando como marcadores de citotoxicidade os ensaios de reducgéo do

MTT e exclusdo do azul de tripan;

= Avaliar a atividade antitumoral do extrato hidroalcodlico das folhas de
R.leptopetala em tumor sélido Sarcoma 180, utilizando-se camundongos albinos

suicos (Mus musculus);
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= Avaliar o efeito imunomodulador do extrato hidroalcodlico das folhas de R.

leptopetala através da determinacao do indice do baco e timo.
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Material
e métodos
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Local da Pesquisa

As atividades de pesquisa foram realizadas no Laboratério de Ensaios
Toxicolégicos (LABETOX) e no biotério Prof. Thomas George, ambos do Centro
de Biotecnologia da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), onde funciona o
Programa de PoOs-graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos. Outras
atividades foram desenvolvidas no laboratorio de andlises clinicas do Hospital

Universitario Lauro Wanderley (HULW) da UFPB.

5.2 Material

5.2.1 Material botanico

O material botanico utilizado nos experimentos foi o extrato hidroalcodlico

das folhas de Rollinia leptopetala, fornecido pelos Profs. Drs. Marcelo Sobral da

Silva e Josean Fechine Tavares, pesquisadores e colaboradores da fitoquimica do

Programa de Pés-graduacgdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos.
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5.2.2 Animais

Foram utilizados camundongos albinos Swiss (Mus musculus) pesando
entre 25 e 30 g, com faixa etaria em torno de 60 dias, obtidos do biotério Prof.
Thomas George (PgPNSB/UFPB/ANVISA). Os animais foram agrupados em
gaiolas de polietileno, mantidos sob condi¢des controladas de temperatura de 20 +
2 °C, sem uso de qualquer medicacgéo, tendo livre acesso a comida (tipo pellets de
racdo da marca Purina®) e agua potavel disponivel em garrafas graduadas de
polietileno, com bicos em vidro, colocadas nas grades metalicas das gaiolas na
sua parte superior. Os animais foram mantidos em ciclo claro-escuro (ciclo claro:
6:00h — 18:00h) de doze horas. Antes da realizacdo de qualquer protocolo
experimental, os animais foram colocados no ambiente de trabalho, por pelo
menos 30 minutos de antecedéncia a execuc¢ao do experimento.

A execucdo do experimento foi aprovado previamente pelo Comité de Etica

de Pesquisa com Animais, em setembro de 2009, n°® 0409/09.

Figura 3: Camundongos albinos Swiss obtidos do biotério Prof. Thomas
George
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5.2.3 Cistos de Artemia salina

Os cistos de Artemia salina utilizados nos experimentos foram da San
Francisco Bay Brand®, EU,A sendo guardados sob resfriamento de 5°C até a
execucgdo do experimento. Foram utilizadas larvas de Artemia salina L., crustaceo
da classe Anostracea, (Brine Shrimp Test), na forma de metanauplio, utilizando-se
a Concentracdo Letal Média (CL50) como parametro de avaliacdo da atividade

toxicolégica (LOPES et al.,2006).

Figura 4: Cistos de Artemia salina L.

Fonte: www.artemiasalinadorn.com.br

5.2.4 Células e meios de cultura

Foi utilizada cultura de células leucémicas da linhagem HL60 fornecidas

pela Dr® Patricia da Silva Melo do Laboratério de Cultura de Células e

Biofarmacos do Departamento de Bioquimica do Instituto de Biologia (IB),

58 [N
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UNICAMP, Séo Paulo, Brasil, cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado com
10 % de soro bovino fetal (SBF), 100 Ul de penicilina/mL e 100 pg de
estreptomicina/mL.

As células tumorais do Sarcoma 180 foram obtidas da American Type
Culture Collection (ATCC) e mantidas no biotério Prof. Thomas George do

LTF/UFPB, através de passagens intraperitoneais semanais em camundongos.

Figura 5: Células tumorais da linhagem Sarcoma 180 (Aumento 400x)
Foto: Joao Carlos Pita

5.2.5 Substancias

- Solucdo de MTT em meio de cultura

- Solucéo de azul de tripan em solugéo fosfato tamponada (PBS)
- Dimetilsulféxido (DMSO)

- Etanol absoluto

- Etanol 70 %
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Formol

Hematoxilina-eosina

Kits para anélise hematolégica

Kits para andlise bioguimica

Parafina

Solucdo 1 % de acido acético e 50 % de etanol
Tricrdmico de Masson

Xilol

5.2.6 Equipamentos

Analisador bioquimico automatico — Cobas Mira Plus® - Roche Diagnostic
System

Analisador de ions seletivos, Iselab

Analisador hematolégico celular automatico — Animal Blood Counter - Vet.
Os esfregacos sanguineos serdo corados automaticamente no HEMATEL
200® e analisados em microscépio Olympus®, para confirmacéo e controle
da contagem de células

Balanca analitica marca AID®— HR — 120g — Jap&o

Centrifuga BIO ENG® BE 4000

Glicosimetro ADVANTAGE® Boehringer Manhheim: monitor de glicemia

com fitas reativas
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- Microscépio RML5® Askmania-Germany, utilizado nas andlises
histopatoldgicas

- Micrétomo

- Termémetro digital, modelo MC — 3BC®, OMRON/China

- Rota-rod

- Open-field

- Leitor de Elisa modelo 7530 Microplate Reader (CAMBRIDGE
TECHNOLOGY INC., Watertown, MA — USA)

- Estufa de CO, modelo 3158, série 37971-5349 (FORMA SCIENTIFIC,
Marietta, Ohio- USA)

- Microscopio 6ptico invertido modelo CK2 (OLYMPUS, Japéo)

- Fluxo laminar modelo VLFS-12, série FL 3988

- Estufa de secagem e esterilizacao

- Autoclave

5.3 Métodos

5.3.1 Obtencéao do extrato hidroalcoodlico das folhas de Rollinia leptopetala

As folhas foram desidratadas em estufa com ar circulante, a 38 °C, por 72

horas, e trituradas em moinho tipo Harley. Apds trituracdo, a maceracédo foi

realizada com etanol a 35 %, por 72 horas, a temperatura ambiente. Em seguida o

material foi filtrado e uma nova extracao foi realizada por igual periodo. O filtrado
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foi concentrado a vacuo em evaporador rotatorio, obtendo-se o0 extrato
hidroalcodlico bruto (EHAB), que foi submetido a liofilizacdo. Quando requerido, o
EHAB foi dissolvido em &gua, resultando na matéria-prima para 0S ensaios
toxicoldgicos e de avaliacdo da atividade antitumoral in vivo, ou em DMSO para o

ensaio in vitro.

5.3.2 Ensaios toxicoldgicos pré-clinicos

Os estudos de verificagdo do grau de toxicidade e as etapas clinicas,
regulamentados pela ANVISA, incluem testes de laboratério com animais e, numa
fase posterior, experimentacdo em humanos. O estudo toxicoldgico pré-clinico
deve indicar o grau de confianca a ser depositado em uma droga vegetal, sendo
classificado em estudo de toxicidade aguda (administracdo de uma dose Unica ou
fracionada em 24h), em curto periodo de tempo, e estudo de toxicidade de doses

repetidas (toxicidade sub-cronica, 28 dias, ou crbnica, 13 semanas).

5.3.2.1 Ensaios toxicologicos pré-clinicos agudos

O ensaio toxicologico agudo permite conhecer o indice de letalidade, a
forma de morte produzida pelo excesso do produto em teste e os 6rgdos alvo, as
alteragcbes comportamentais e 0s sinais que precedem a morte, as alteracdes
hematolégicas e bioquimicas, além de avaliar as lesées em o6rgaos especificos

através dos exames histopatoldgicos (LARINI, 1999). Os ensaios agudos sao
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obrigatérios para todo tipo de material em teste, independente do tempo de uso
proposto para a espécie humana, pois evidenciam o risco de intoxica¢des agudas,

inadvertidas ou ndo, e a forma de preveni-las (LARINI, 1999)

v Investigacao da DLsg

No ensaio toxicologico agudo foram utilizados camundongos albinos Swiss
(Mus muluscus), seis machos e seis fémeas, por grupo, incluindo o controle. Os
animais foram submetidos a doses de até 2000 mg/kg, via oral, e ao grupo
controle administrado apenas o veiculo. O numero de animais mortos foi
contabilizado para determinacdo da dose responsavel pela morte de 50 % dos
animais experimentais (DLso), com limite de confianca de 95 %, segundo 0 método

de Litchfield e Wilcoxon (1949).

v' Triagem farmacoldgica

Com o objetivo de mapear possiveis alteragbes comportamentais,
sugestivas de atividade sobre o Sistema Nervoso Central (SNC) ou Sistema
Nervoso Autdbnomo (SNA), apds administracdo do extrato por via oral, foi realizada
observacdo cuidadosa para se detectar sinais toxicos de carater geral nos
intervalos: 0, 15, 30 e 60 minutos; a cada 4 horas, até completar 24 horas; e

diariamente durante 14 dias, utilizando-se protocolo experimental elaborado pelo
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Setor de Psicofarmacologia do LTF-UFPB e descrito por Almeida e colaboradores

(1999).

v' Consumo de 4gua, alimentos e evolugéo ponderal

Desde a 242 hora e até 14 dias apOs administracdo da dose, foram
observados a variacdo de peso e o consumo de agua e alimentos pelos animais

experimentais de ambos 0s sexos.

v' Avaliacao laboratorial do sangue

No 14° dia, os animais tratados com a maior dose utilizada e o grupo
controle foram sacrificados por tracdo cervical, sendo retirado o sangue, através
de sangria do plexo braquial, para andlise laboratorial de parametros
hematoldgicos e bioquimicos. O sangue foi coletado em tubos contendo
anticoagulante EDTA, para avaliacdo dos parametros hematol6gicos (hemograma
e contagem das plaguetas) e em tubos contendo gel separador, que foram
centrifugados por 10 minutos a 3500 rpm, para obtencdo do soro, destinado a
analises bioquimicas de glicose, uréia, creatinina, transaminases (Aspartato
transaminase - AST e Alanina transaminase - ALT), colesterol, trigliceridios, acido
arico, fosfatase alcalina, proteinas totais e fracdes, sodio, potassio, calcio e

magneésio), sendo observado um jejum de 12 horas antes da coleta de sangue.
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Figura 6 — (A) Analisador bioquimico automatico Cobas Mira Plus® (Roche
Diagnostic System); (B) Analisador hematologico celular automético Animal Blood
Counter (Vet) (Foto: Jodo Carlos Pita).

5.3.2.2 Ensaios toxicoldgicos pré-clinicos subcrénicos

No ensaio subcronico (4 semanas), animais pré-selecionados foram
distribuidos em cinco grupos de vinte animais cada, dez machos e dez fémeas.
foram utilizadas trés doses: 10, 30 e 90mg/kg. O quarto grupo € o controle, ao qual
foi administrado agua, veiculo utilizado na dissolucdo do EHAB das folhas de R.
leptopetala. O quinto grupo (satélite) recebeu a maior dose utilizada no ensaio e
s6 foi sacrificado 30 dias apds o término do experimento, para a verificacdo da
reversdo de um possivel quadro de intoxicagdo. Foram avaliados os efeitos da
administracdo prolongada do EHAB das folhas de R. leptopetala sobre os

seguintes parametros:
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v Temperatura corporal

Para medida da temperatura corporal foi utilizado um termémetro digital,
cujo termosensor foi lubrificado com vaselina liquida e introduzido 5 cm pelo reto
(atingindo o célon), semanalmente em todos os animais, durante todo o periodo

de tratamento.

v" Glicemia

Durante as treze semanas de tratamento, foram avaliados quinzenalmente
0s niveis glicémicos dos animais da seguinte forma: os camundongos foram
imobilizados em contensores plasticos e uma gota de sangue foi coletada na veia
caudal e analisada em fita reativa para dosagem de glicemia. A leitura foi efetivada

em monitor de glicemia, sendo observado jejum prévio de 12 horas.

v' Consumo de agua, alimentos e evolucdo ponderal

Foi avaliado o consumo de agua e de racdo na forma de pellets pelos
animais, em ambos o0s sexos, nas 13 semanas de tratamento, diariamente.
Colocou-se 100mL de agua nas mamadeiras e, no dia seguinte, registrou-se o
volume de agua ingerido pelos animais. Quanto ao consumo de alimentos, a racao

foi colocada diariamente e, no dia posterior, foi contabilizado o peso consumido de
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racdo. A pesagem dos animais foi realizada semanalmente para calculo da dose

administrada, e para os calculos de evolucéo da curva ponderal.

v' Avaliacdo comportamental (Teste do campo aberto) e da atividade

motora (Teste de Rota-rod)

Foi utilizado o aparelho de campo aberto, seguindo o descrito por Carlini e
colaboradores (1986) para avaliar a atividade exploratéria dos animais atraves:

» Da movimentacao espontanea (ambulacao), registrada pelo nimero de

cruzamentos, com as quatro patas, entre as divisbes do campo;

» Da quantificacdo dos comportamentos de auto-limpeza, de levantar e a

defecacdo (niumero de bolos fecais).

Esses parametros foram utilizados como indice da interferéncia do EHAB
das folhas de R. leptopetala sobre o comportamento emocional do animal,
indicando alteracdes sobre o sistema nervoso central.

Quinzenalmente, uma hora apos a administracdo do EHAB das folhas de R.
leptopetala, os animais tratados e animais controle foram expostos (durante 3
minutos para cada animal) ao aparelho para a observacdo dos parametros acima
descritos (MANSUR et al.,1971).

Também quinzenalmente, uma hora apds administracdo do EHAB das
folhas de R. leptopetala, os animais tratados e animais controle foram colocados

na barra giratoria do aparelho Rota-rod, com velocidade constante de 9,0 rpm, e
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registrado o tempo de permanéncia dos mesmos, com trés recondugdes no

aparelho (CARLINI,1986).

Figura 7: Campo abePNSB / UFPB

Figura 8: Rotarod
Fonte: zhongtongcompany.cn
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v Avaliacao laboratorial do sangue

Apos as 4 semanas de tratamento, foram coletadas amostras de sangue,
através de sangria do plexo braquial, de todos os animais, machos e fémeas, dos
grupos tratados com diferentes doses do EHAB das folhas de R. leptopetala e do
grupo controle, para avaliacdo dos parametros hematolégicos e bioquimicos,

como descrito no ensaio agudo.

5.4 Bioensaios com Artemia salina Leach

A toxicidade do EHAB das folhas de Rollinia leptopetala foi avaliada
utilizando-se o teste de letalidade com Artemia salina, segundo Meyer et al. (1982)
e Nascimento; Aradjo (1999). Os cistos de A. salina (San Francisco Bay Brand®,
EUA) foram armazenados sob resfriamento a 4 °C até a execugcdo do
experimento. Foram utilizadas larvas de Artemia salina L., microcrustaceo da
classe Anostracea, na forma de nauplio, utilizando-se a Concentracdo Letal Média
(CLso) como parametro de avaliagdo da atividade biologica.

Em um recipiente retangular de vidro com uma divisoria contendo furos de
aproximadamente 0,02 cm de espessura e distribuidos uniformemente, foi
adicionada agua salina artificial preparada pela solubilizagdo de 38 g de sal
marinho (Marinex®) em 1 litro de agua destilada. O recipiente permaneceu sob
iluminacdo através de uma lampada incandescente. Cistos de Artemia salina

foram incubados durante 24 horas (22 - 29 °C) em um dos lados do recipiente.
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A parte do sistema contendo os cistos foi coberta com papel aluminio, para
que as larvas, apés a eclosao dos cistos, fossem atraidas pela luz do outro lado
do sistema, forcando-as a atravessar a diviséria, e assim sendo coletadas com
auxilio de uma pipeta de Pasteur.

O EHAB das folhas de R. leptopetala foi solubilizado em dimetilsulféxido
(DMSO) a 5% e &gua salina artificial, separadamente, a fim de se obter uma
solugcdo mée de 2 mg/mL.

A partir desta, foram efetuadas diluicdes para concentragdes de intervalo 0
- 1000 pg/mL. Colocou-se 5 mL de cada uma dessas solu¢gdes em tubos de ensaio
aos quais foram adicionados 10 nauplios. Cada concentracdo foi testada em
triplicata e repetida em pelo menos trés experimentos. Um grupo controle foi
preparado contendo apenas o solvente e as larvas.

O conjunto permaneceu em incubacéo sob luz artificial por 24 h e entéo foi
realizada a contagem do ndmero de larvas vivas e mortas, para posterior

determinacao da ClLso.
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Figura 9 — Aspecto geral do experimento com Artemia salina. (A) Recipiente
retangular com diviséria contendo furos; (B) Parte conberta do sistema contendo
os cis2qtos; (C) Exposicao a luz. (Fotos: Jodo Carlos Pita).

5.5 Citotoxicidade em eritrécitos

Os ensaios para avaliacdo da atividade hemolitica foram realizados
segundo Kang et al. (2009), com algumas modificacdes. Os eritrocitos foram
obtidos de sangue fresco de camundongos Swiss coletado do sinus orbital. A

agulha foi heparinizada (heparina sédica - Parinex® - Hipolabor) para prevenir
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coagulacdo. Para obter a suspensdo de eritrocitos, 2 mL de sangue total foi
solubilizado em 10 mL de solucdo tampao fosfato (PBS) e entdo centrifugado a
3.000 rpm durante 5 minutos. O plasma sobrenadante foi descartado e esse
processo repetido mais duas vezes. Os eritrocitos foram finalmente ressuspenssos
em PBS, obtendo-se entdo a solucéo de eritrocitos a 1 % que foi utilizada para o
ensaio de hemolise. O EHAB de Rollinia lepptopetala foi solubilizado em DMSO (5
%) preparado em PBS, no dobro das concentracdes desejadas. A cada 1 mL
dessas solucg@es foi adicionado 1 mL da solucéo de eritrécitos, em quadruplicata.
O controle positivo e negativo foram também utilizados, pela incubacédo de
eritrécitos com 0,1 % de Triton X-100 (Sigma-Aldrich®) em PBS (1 mL) e DMSO (5
%) em PBS (1 mL), respectivamente. Os tubos foram mantidos sob agitagcéo
suave por 60 minutos (Figura 10). Logo apds esse periodo, os tubos foram
centrifugados por 5 minutos a 3.000 rpm e o sobrenadante cuidadosamente
removido. A quantidade de hemoglobina liberada no sobrenadante foi
determinada espectrofotometricamente a 540 nm para calculo da CH50
(concentracdo que produz 50 % de hemdlise) através da determinacdo da
percentagem de hemolise pela formula:

%Hemoblise = DO — DOcontrolenegativo  x100
DOcont.posit. — DOcont.neg.

DO = Densidade éptica do tubo com o produto teste
DOCONTROLE NEGATIVO = Densidade Optica do controle negativo

DOCONTROLE POSITIVO = Densidade 6ptica do controle positivo
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Figura 10 — Aspecto geral do experimento com eritrocitos de camundongos.
(A) Suspenséo de eritrocitos a 1 %; (B) Agitacdo por 60 minutos. (Foto: Jodo
Carlos Pita).

5.6 Avaliacédo da atividade antitumoral in vitro

5.6.1 Cultura de células leucémicas

As células leucémicas da linhagem HL60 foram gentilmente fornecidas pela

Dra. Patricia da Silva Melo do Departamento de Bioquimica, Instituto de Biologia

(IB), UNICAMP, Séao Paulo, Brasil. As células foram cultivadas em suspenséao, em
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meio RPMI 1640 suplementado com 10 % de SBF, 100 Ul de penicilina/mL e 100
ug de estreptomicina/mL em atmosfera umidificada de 5 % de CO,, a 37 °C. O
EHAB das folhas de R. leptopetala foi inicialmente solubilizado em DMSO e entéo
em meio RPMI 1640 suplementado. A concentracao final de DMSO nos meios em

teste e no controle sera de 0,1%.

5.6.2 Ensaios de citotoxicidade

v" Reducéo do sal de tetrazélio (MTT)

O MTT € um corante amarelo, que é reduzido por células que mantém a
integridade mitocondrial para um composto azul (formazan), insolivel em solucéo
aguosa. Uma vez solubilizado em etanol absoluto, a quantidade de formazan pode
ser determinada espectroscopicamente (DENIZOT; LANG, 1986; MOSMANN,
1983). Dessa forma, a reducdo do sal tetrazdlio MTT para um produto azul
(formazan), principalmente pela enzima mitocondrial succinato desidrogenase
(SLATER et al., 1963), € muito utilizada para ensaios de avaliacdo de
sobrevivéncia e proliferacdo celular. Somente as células viaveis reduzem o MTT
(amarelo) para o formazan (azul), portanto a quantidade de formazan produzido é
proporcional ao numero de células viaveis presentes (MOSMANN, 1983;
DENIZOT; LANG, 1986).

O ensaio de reducdo do sal de tetrazolio foi realizado como descrito por

Denizot e Lang (1986). As células foram tratadas com diferentes concentracdes (0O
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— 1000 uM) do EHAB das folhas de R. leptopetala por 72 h. Em seguida, foram
lavadas com PBS antes da adicdo de 0,1 mL de meio livre de soro contendo 0,05
% do MTT para cada poc¢o. Apos incubacao por 4 horas, o meio de cultura foi
removido e 0,1 mL de etanol foi adicionado a cada poco para solubilizar o
formazan produzido. As placas foram agitadas por 10 minutos e a absorbancia

sera lida em 570 nm.

MTT Formazan
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Figura 11: Reacao de reducdo do MTT ([brometo de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-
difenil tetrazélio]) a formazan (MOSMANN, 1983).

% da viabilidade celular = [( DOcélulas tratadas — DObranco)] x 100
[(DOcontrolenegativo - DObranco

Onde:
DOcélulas tratadas = Densidade Optica dos po¢os com o produto teste
DOcontrole negativo = Densidade éptica dos pogos do controle negativo

DObranco = Densidade 6ptica dos po¢os contendo apenas o meio de cultura
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v' Excluséo azul de tripan

Esse ensaio avalia a habilidade de células vidveis, com membrana
plasmatica intacta, excluir o corante azul de tripan, permitindo assim, a
quantificacdo do namero de células viaveis (RENZI et al., 1993).

O ensaio de excluséo azul de tripan sera realizado como descrito por Renzi
et al. (1993). As células cresceram em garrafas de cultura (3x 10° células /mL) e
foram tratadas com diferentes concentracbes do EHAB das folhas de R.
leptopetala por 72 h. Ao final desse periodo, as células foram analisadas para
observacédo de alteracdes morfologicas. A solucdo azul de tripan (0,08 % em PBS)
e as células em suspensdo foram misturadas em volumes iguais (0,1 mL) e o
namero de células foi estimado usando o microscépio. As células coradas em azul

foram consideradas mortas.

Foto 12: Camara de Neubauer utilizada para quantificar o nimero de células vivas
e mortas pelo ensaio de exclusdo do azul de tripan. CV: célula viva; CM: célula
morta. (Foto: Jodo Carlos Pita).




P de Lima, C.U. G. B.

5.6.3 Avaliacéo da atividade antitumoral in vivo

Foram utilizadas células tumorais malignas (sarcoma 180 — figura 13) de
animais portadores do tumor com oito dias de implantagcdo. Os animais doadores
foram anestesiados para aspiracdo tumoral e, o tumor na forma ascitica foi
introduzido nos animais receptores, na regido subaxilar, numa concentracéo de 5
x 10° células/mL. Vinte e quatro horas ap6s a inoculacdo, o EHAB das folhas de
R. leptopetala sera solubilizado em 10 % de DMSO e administrado por via
intraperitoneal durante 7 dias. 5-Fluorouracil (5-FU) (25 mg/kg) foi usado como
controle positivo. Ao grupo controle negativo foi administrado uma solugéao de 10

% de DMSO.

Figura 13 — Camundongo Swiss com sarcoma 180 ascitico com 8 dias de
implantacéo (Foto: Jodo Carlos Pita).

No nono dia, os animais foram sacrificados para a extirpacdo da massa

tumoral. A inibicdo tumoral foi calculada seguindo a formula abaixo:
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Pl % = [(A - B)/A] x 100

Onde:
Pl % = percentual de inibicdo do peso tumoral
A = média dos pesos dos tumores do grupo controle negativo

B = média dos pesos dos tumores de cada grupo tratado

Apbs o sacrificio dos animais, o bago e o timo foram removidos e pesados.
O peso final dos érgaos foi utilizado para determinacdo dos indices dos 6rgaos

(peso do bacgo ou timo (mg) / peso corporal (g)).

5.7 Andlise estatisticas

Para o ensaio de citotoxicidade frente células de sarcoma 180, bioensaio
com Artemia salina e citotoxicidade em eritrocitos, foram realizados trés
experimentos com quatro, trés e quatro replicatas, respectivamente. Os valores de
CI50, CL50 e CH50 foram calculados atraves da expressao dos resultados como
uma percentagem dos controles, e foram determinados graficamente a partir das
curvas concentragao-resposta por regressao nao linear com intervalo de confianca
de 95 %.

Os resultados obtidos nos experimentos in vivo foram analisados

empregando-se o teste andlise de variancia (ANOVA) one-way, seguido do teste
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de Tukey onde os valores estdo expressos em média + erro padrdo da média

(e.p.m.), sendo os resultados considerados significativos quando p<0,05.




Resultados
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6 RESULTADOS

6.1 Bioensaios com Artemia salina Leach

O ensaio de letalidade com o microcrustaceo A. salina foi utilizado para
avaliar a toxicidade do EHAB das folhas de R. leptopetala, utilizando a CLsy como
parametro de avaliacdo da atividade bioldgica.

A viabilidade das larvas foi reduzida de maneira dependente de
concentracdo apoés tratamento com o EHAB das folhas de R. leptopetala em
concentragdes até 2000 pg/mL (Grafico 1).

O valor de CLsp obtido no bioensaio com A. salina para o referido extrato foi

78,49 (44,59 a 138,2) ug/mL respectivamente (Gréfico 1).
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Grafico 1 - Viabilidade das larvas do microcrustaceo Artemia salina apos
tratamento com o EHAB das folhas de R. leptopetala (ug/mL). Cada ponto
representa média + erro padrdo da média de trés experimentos em quatro

replicatas, com intervalo de confianca de 95 %.
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6.2 Citotoxicidade em eritrocitos

O EHAB das folhas de R. leptopetala ndo mostrou atividade hemolitica
significativa em eritrocitos de camundongos, produzindo apenas 10 % de hemdlise
em concentracbes acima de 1250 pg/mL, sugerindo baixa toxicidade para o
extrato (Grafico 2).

Considerando que a planta é utilizada pela populagcdo como digestivo,
antitumoral e antiinflamatoério, a auséncia de toxicidade nas concentracfes
testadas (0-5000 pug/mL) no ensaio de hemdlise fornece um indicio importante em

relacdo a seguranca do seu uso.
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Gréfico 2: Citotoxicidade dos eritrocitos de camundongos tratados com o HEAB
das folhas de R. leptopetala.
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6.3 Avaliacdo da toxicidade pré-clinica aguda

Apés o tratamento agudo com doses de 300, 400, 600 e 1000 mg/kg do
EHAB de Rollinia leptopetala, os efeitos adversos bem como a letalidade
aumentaram progressivamente (nenhuma morte na dose de 300 mg/kg e 10
mortes na dose de 1000mg/kg). O nimero de animais mortos foi contabilizado e
determinou-se a dose responsavel pela morte de 50 % dos animais experimentais
(DLso), sendo esse valor em torno 457 mg/kg (Grafico 3). Alguns efeitos
caracteristicos de alteracdes no Sistema Nervoso Central (SNC) e Sistema
Nervoso Autonomo (SNA) foram observados, sendo mais exacerbados nas doses

mais elevadas tanto em machos como em fémeas, como mostra a Tabela 2 .

Rollinia leptopetala
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Gréfico 3: Mostra o valor da DLsp, sendo em torno de 457 mg/kg
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Tabela 2: Efeitos da administracao intraperitoneal de doses Unicas do EHAB de
Rollinia leptopetala em camundongos.

Dose Sexo M/T* Sintomas

(mg/kg)

0 Machos | 0/6 Nenhum

Fémea |0/6 Nenhum
S

300 Machos |0/6 Resposta ao toque diminuido, perda do

reflexo corneal.
Fémea |0/6 Diarréia.
S

400 Machos | 2/6 Constipagéo, ptose.

Fémea |4/6 Agressividade, abducdo das patas do
S trem posterior, constipacao.

600 Machos |5/6 Sedacao, ptose, contorcbes abdominais,
abducdo das patas do trem posterior,
respiracao forcada, tono muscular.

Fémea |5/6 Sedacao, contor¢coes abdominais,
S abducdo das patas do trem posterior,
tono muscular, respiracao forgada.

1000 Machos |5/6 Tono muscular, sedacdo, piloerecao,
contor¢des abdominais, constipagéo.

Fémea |5/6 Tono muscular, sedacéo.
S

*M/T= numero de camundongos mortos/ nimero de camundongos tratados.

6.3.1 Avaliacdo do consumo de agua e ragao

N&o foi possivel fazer o comparativo do consumo de agua e racao entre os

grupos tratados e o controle, devido a morte de uma grande quantidade de

animais dos grupos tratados. Indicando grande toxicidade do extrato.
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6.3.2 Evolucéo ponderal

N&o foi possivel fazer o comparativo da evolugcado ponderal entre os grupos
tratado e o controle, devido a morte de uma grande quantidade de animais dos

grupos tratados.

6.3.3 Avaliacdo dos indices dos 6rgaos

N&o foi possivel realizar a avaliacdo dos indices dos 6rgdos e fazer o

comparativo entre 0s grupos tratado e o controle, devido a morte de uma grande

guantidade de animais dos grupos tratados.

6.3.4 Efeito imunomodulador do EHAB de Rollinia leptopetala

Nao foi possivel realizar o estudo do efeito imunomodulador do EHAB das

folhas de R. leptopetala, devido a morte de uma grande quantidade de animais

dos grupos tratados
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6.4 Avaliacao da atividade antitumoral do EHAB de Rollinia leptopetala

6.4.1 Avaliacdo da atividade antitumoral in vitro

A citotoxicidade do EHAB das folhas de Rollinia leptopetala foi avaliada em
células da linhagem tumoral sarcoma 180, utilizando-se como marcador o ensaio
de exclusédo do azul de tripan.

Os resultados mostram que EHAB das folhas de Rollinia leptopetala
apresenta atividade antitumoral in vitro de maneira dependente de concentracao.
O valor de Clsp obtido através dos ensaios de exclusdo do azul de tripan foi 512,3

pMg/mL (Gréfico 4).
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Gréfico 4 — Viabilidade celular ap6s tratamento com o EHAB das folhas de
Rollinia leptopetala. Concentracdo-resposta através do ensaio de exclusédo do azul
de tripan. Cada ponto representa média + erro padrdo da média de trés
experimentos em quatro replicatas, com intervalo de confianga de 95 %.
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6.4.2 Avaliacdo da atividade antitumoral in vivo frente células

tumorais da linhagem sarcoma 180

Para o ensaio de avaliacdo da atividade antitumoral in vivo frente células
tumorais da linhagem sarcoma 180, o EHAB das folhas de R. leptopetala foi
utilizado nas doses de 50, 100 e 150 mg/kg, estas foram determinadas
experimentalmente, de forma preliminar, usando 0 mesmo modelo de avaliagéo, e
considerando ainda que a maior dose usada representa 1/3 do valor da DLso.

Os efeitos inibitérios do EHAB das folhas de R. leptopetala no crescimento
do tumor, em camundongos transplantados com sarcoma 180, estdo mostrados
no Graf. 4. Reducéo significante dose-dependente do peso do tumor foi observada
nos animais tratados com o EHAB das folhas de R. leptopetala, bem como nos
tratados com 5-FU. No 9° dia, a média do peso do tumor do grupo controle
transplantado foi 2,196 = 0,235 g. Na presenca de 150 mg/kg do EHAB das folhas
de R. leptopetala a média dos pesos dos tumores reduziu significantemente para
1,104 + 0,126 g. Apo6s o tratamento com 50 e 100 mg/kg do extrato esse efeito
nao foi significante sendo as médias dos pesos dos tumores reduzidas para 2,019
+ 0,321 g e 1,345 £ 0,243 g, respectivamente. Para o grupo tratado com 5-FU, a
meédia do peso do tumor foi 0,44 + 0,08 g. As taxas de inibicdo do crescimento
tumoral foram 8,05, 38,72 e 49,73 % para o tratamento com o EHAB das folhas de
R. leptopetala, 50, 100 e 150 mg/kg respectivamente. 5-FU reduziu o peso do

tumor em 80,06 %.
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Gréfico 5 — Efeito antitumoral do EHAB das folhas de R. leptopetala. O grafico
mostra 0 peso do tumor (g) e a taxa de inibicdo do crescimento do tumor. Média *
erro padréo da média de 8 animais.
* p<0,05 comparado com grupo controle transplantado por ANOVA seguido por
Tukey.

Apoés a eutanasia dos animais, os orgaos foram removidos e pesados, e
seus indices foram calculados (Tabela 2). Nenhuma alteracdo significativa no
indice de rins foi observada entre o0s grupos de animais saudaveis e
transplantados. O indice de figado dos animais tratados com 5-FU (57,52 + 0,92)
reduziu significantemente quando comparado ao grupo controle transplantado
(77,41 £ 2,057). O EHAB das folhas de R. leptopetala nas doses de 50, 10, 150
mg/kg induziu uma diminui¢cdo no indice do figado dos animais tratados 61,20 +

3,257, 64,50 + 3,645 e 61,20 £ 3,257, respectivamente, quando comparado com o

grupo controle transplantado. Os indices de baco foram significantemente
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aumentados em animais do grupo controle transplantado com sarcoma 180 (6,85
+ 0,50), quando comparados com o grupo controle sadio (5,21 + 0,24). Apos o
tratamento com o 5-FU, houve diminuicdo do indice de baco, quando comparado
ao grupo controle transplantado. Nos grupos tratados com o EHAB das folhas de
R. leptopetala ndo houve alteracao significativa nos indices de baco em relacéo ao
grupo tratado com 5-FU (5,46 + 0,25) e ao controle sadio.

Os indices de timo, também, foram significantemente aumentados em
animais do grupo controle transplantado com células sarcoma 180 (4,36 + 0,50),
quando comparado com o grupo de camundongos sadios (3,09 + 0,30). Apds o
tratamento com o 5-FU, houve diminuicdo do indice de timo, quando comparado
ao grupo controle transplantado. O tratamento com o EHAB das folhas de R.
leptopetala, em ambas as doses, ndo alterou o indice timo e de coracdo dos

animais tratados em relacdo ao grupo controle transplantado com sarcoma 180.




D de Lima, C. U. G. B.

Tabela 3: Efeitos do EHAB das folhas de R. leptopetala (50, 100 e 150 mg/kg) e 5-
FU (25 mg/kg) nos 6rgdos de camundongos transplantados com tumor sarcoma

180.
Grupos Doses Indicede Indice de indice  indicede Iindice de
(mg/k coragao figado derins baco timo
9) (mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g)
Controle 458 + 0,15 59,84 + 12,23 547 3,38 =
Sadio 3,53 0,74 0,32 0,38
Controle 3,35+0,21 77,41 11,83 £ 7,59 = 7,59
S-180 2,06° 0,45 0,35" 0,35°
5-FU 25 4,51 +0,26 58,28 10,67 = 5,46 2,40 £
1,07 0,60 0,252 0,29%°
EHAB 50 3,64+0,13 61,20 * 12,16 = 7,60 7,60 £
das 3,262 0,87 0,63 0,63
folhas de
R.
leptopeta
la
EHAB 100 3,73+£0,19 64,50 = 11,640 7,39 = 7,39 £
das 3,652 0,33 0,32 0,32
folhas de
R.
leptopeta
la
EHAB 150 3,730, 61,20 + 10,16 = 7,64 = 7,64
das 23 3,26 1,18 0,77 0,77
folhas de
R.
leptopeta
la

Dados estéao apresentados como média * erro padréo da média

a p<0,05 comparado com grupo controle transplantado (5 % Tween-80) por
ANOVA seguido de Tukey

b p<0,05 comparado com grupo controle sadio (5 % Tween-80) por ANOVA
seguido de Tukey
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6.4.3 Avaliacdo da evolucéo ponderal e do consumo de agua e ragéo

Tabela 4: Efeitos do EHAB das folhas de Rollinia leptopetala (50, 100 e 150
mg/kg) e 5-FU (25 mg/kg) no consumo de agua e racdo e evolucdo ponderal de
camundongos transplantados com tumor sarcoma 180.

Grupos Dose Consumode Consumod Peso Peso
(mg/k agua (mL) e racao (g) inicial (g) final (g)
9)

Controle - 35,00 + 1,05 31,74 + 32,07 + 32,38 +

Sadio 0,85 0,79 0,62

Controle - 55,00 +5,813 26,28 +1, 30,50 36,14 +

S180 165 +0,48 0,77

5-FU 25 38,21 + 4,05 27,09 + 30,27 + 30,35 +
1,28 0,49 0,73

EHAB 50 41,67 £ 4,90 30,41 + 31,35+ 34,91 +

das 2,86 0,74 1,33

folhas de

R.

leptopeta

la

EHAB 100 27,08 +2,715 20,87 + 2, 30,05 + 32,48 +

das 296 50 1,34

folhas de

R.

leptopeta

la

EHAB 150 58,57 + 16,59 20,77 £ 1, 29,21 + 31,71 +

das 198 0,43 1,11

folhas de

R.

leptopeta

la

Dados estdo apresentados como média + erro padrdao da média ;

p<0,05

comparado com grupo controle transplantado-S180 por ANOVA seguido de Tukey.

Na Tabela 4 estdo expressos os valores referentes ao consumo de agua e

racao e evolucdo ponderal, avaliados durante os sete dias de tratamento.
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De acordo com os resultados obtidos observa-se que n&o houve
diferencas significantes no consumo de agua e ra¢do, hem no peso corporal dos
animais tratados com o EHAB das folhas de Rollinia leptopetala (50, 100, 150
mg/kg) ao término do 9° dia quando comparado com o grupo controle

transplantado com sarcoma 180.
6.5 Avaliacao toxicologica pré-clinica subcrénica
6.5.1 Temperatura

Tabela 5: Temperatura de camundongos durante o tratamento subcrénico com o
EHAB de R. leptopetala.

Grupos 15 dias 30 dias
Machos
Controle 35,81 +0,47 35,81+ 0,47
D1 36,01 +0,29 35,96 +0,28
D2 37,49 +0,29*° 37,40+0,28°
D3 35,50 + 0,14%" 35,64 +0,17°"
Satélite 36,57 +0,56  36,65+0,53
Fémeas
Controle 34,46 +0,33 34,92 +0,26
D1 36,14 +0,28% 36,14 + 0,28
D2 36,29 +0,36* 36,40 +0,31
D3 37,71+0,26% 37,72 +0,25%°
Satélite 38,09 + 0,31*>¢ 38,00 + 0,222P°

Dados estédo apresentados como média * erro padréo da média

& p<0,05 comparado com grupo Controle por ANOVA seguido de Tukey

b h<0,05 comparado com grupo D1 por ANOVA seguido de Tukey

¢ p<0,05 comparado com grupo D2 por ANOVA seguido de Tukey

# p<0,05 comparado com o0 mesmo grupo do sexo oposto por ANOVA seguido de
Tukey
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Na primeira quinzena de tratamento, houve um aumento significativo na
temperatura do grupo D2 dos machos, quando comparado com o controle; e uma
diminuicao significativa do grupo D3 quando comparado com o D2. No grupo das
fémeas houve um aumento significativo nos valores da temperatura de todos os
grupos, quando comparado ao controle.

J& na segunda quinzena de tratamento, houve um aumento significativo na
temperatura do grupo D2 dos machos, quando comparado com o controle; e uma
diminuicao significativa do grupo D3 quando comparado com o D2. No grupo das
fémeas houve um aumento significativo nos valores da temperatura dos grupos D3
e satélite, quando comparados ao controle e ao grupo D1, e o satélite também
apresentou um aumento significativo da temperatura quando comparado ao D2.

Na diferenca entre 0s sexos, houve um aumento significativo na
temperatura das fémeas, quando comparado aos machos do mesmo grupo (D3),
na primeira quinzena de tratamento. O mesmo ocorreu na segunda quinzena de

tratamento.
6.5.2 Glicemia

Na primeira quinzena de tratamento, houve um aumento significativo nos
valores da glicemia dos machos tratados com D3 e satélite, quando comparados
ao controle e ao grupo tratado com D1. O mesmo ocorreu com as fémeas, sendo

o grupo D3 também tendo um aumento significativo com relacdo ao grupo D2.
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J& na segunda quinzena, ndo houve diferenca significativa nos valores da

glicemia, tanto nos machos, quanto nas fémeas, quando comparados ao controle

e aos grupos tratados com diversas doses.

No comparativo entre os sexos, houve uma diminui¢gdo significativa nos

valores da glicemia das fémeas dos grupos controles, D2, D3 e satélite, quando

comparados com os machos de mesmo grupo.

Tabela 6: Glicemia (mg/dL), de camundongos durante o tratamento subcrénico

com o EHAB das folhas de R. leptopetala.

Grupos 15 dias 30 dias
Machos
Controle 72,80 + 2,90 98,22 + 3,46"
D1 66,00 + 1,43 91,44 + 5,19
D2 80,18 + 7,67 103,10 * 3,20"
D3 95,20 + 2,59*" 92,00 * 4,68"
Satélite 96,30 + 3,63*° 96,44 + 3,427
Fémeas
Controle 74,30 + 3,00 73,30 + 2,65
D1 71,10 + 2,05 80,33 + 2,58
D2 65,70 + 1,54 82,30 + 3,22
D3 94,20 +2,81**¢ 74,80+ 2,11
Satélite 93,30 + 2,70 79,70 + 3,66

Dados estédo apresentados como média + erro padréo da média

& p<0,05 comparado com grupo Controle por ANOVA seguido de Tukey

b p<0,05 comparado com grupo D1 por ANOVA seguido de Tukey

¢ p<0,05 comparado com grupo D2 por ANOVA seguido de Tukey

# p<0,05 comparado com o mesmo grupo do sexo oposto por ANOVA seguido de

Tukey
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6.5.3 Consumo de 4gua e racdo e avaliacdo ponderal

Tabela 7: Consumo de agua e racdo e avaliagdo ponderal dos animais (n = 10)

submetidos aos diferentes tratamentos.

Grupos Consumo Consumo Variacao
de agua de racao de peso
(mL) (9) (9)
Machos
Controle 132,3+2,6% 656+0,7 5,47 +0,91
D1 123,8+2,0" 62,9+0,62 6,43 +1,36
D2 126,8+3,1F 625+0,72 6,16 + 1,08"
D3 1275+3,2%  61,2+0,62 6,04 +0,88"
Satélite  121,0+2,3** 599+0,92** 569+0,87"
Fémeas
Controle 982+33 68,9+0,9 255+1,11
D1 106,2 + 3,1 66,2+ 0,9 3,64 + 0,99
D2 101,8+3,2 66,5+ 0,9 0,59 +0,51
D3 102,3+2,8 64,4 + 0,92 0,56 + 0,95
Satélite  102,0+ 3,5 65,8+ 0,9 0,64+1,13

Dados estédo apresentados como média + erro padréo da média

& p<0,05 comparado com grupo Controle por ANOVA seguido de Tukey

b h<0,05 comparado com grupo D1 por ANOVA seguido de Tukey

# p<0,05 comparado com o mesmo grupo do sexo oposto por ANOVA seguido de

Tukey

Pode-se observar que os machos do grupo satélite (grupo tratado com

maior dose e eutanasia 30 dias ap0s a eutanasia dos outros grupos), consumiu

menos agua e racao, quando comparado com 0s machos grupo controle; e menos

racado quando comparado com os machos do grupo D1.
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J& o consumo de ragdo entre os machos tratados com as diferentes doses
teve uma diminuicdo estatisticamente significativa quando comparado com o
grupo controle.

N&o houve alteracdo estatisticamente significativa do consumo de agua
entre os grupos de fémeas, quando comparadas entre si e entre as diferentes
doses e o controle. Porém, o consumo de agua das fémeas do D3 foi
estatisticamente menor quando comparado com o grupo controle. Os demais
grupos, nao apresentaram diferencas estatisticamente significativas, quando
comparadas entre si e entre o0 grupo controle.

Ja a comparacdo do consumo de agua dos machos foi significativamente
maior que o consumo das fémeas, em todos os grupos. Com relagdo ao consumo
de racao, houve um aumento significativo nas fémeas do grupo satélite, quando
comparado ao mesmo grupo dos machos.

Na variacdo do peso dos animais, ndo houve diferenca significativa quando
comparado 0s grupos tratados com o controle, tanto em machos quanto em
fémeas. Porém, quando comparado entre 0s sexos, houve um aumento
significativo no peso dos machos do grupo D2, D3 e satélite, com relacdo aos

meus grupos das fémeas.
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6.5.4 Avaliagdo comportamental

Teste do Campo aberto

Tabela 8: Resultados do teste do campo aberto para os submetidos aos diferentes
tratamentos com EHAB das folhas de R. leptopetala

Grupos Ambulacéo Rearing
15 dias 30 dias 15 dias 30 dias
Machos
Controle 43,4+10,3 38,6+6,8 14,8+ 2,8 13625
D1 38,0+10,0 32,012 17,7+ 4,3 13,7 £ 3,2
D2 58,0+1,0 55,7+ 3,5 20,7 +5,2 19,7+ 6,5
D3 444+123 39,4+8)9 148+2,4 13,6 +2,3
Satélite 43,0+24 35,8+4,3 16,6 +2,8 15,4+2,8
Fémea
Controle 52,0+ 4,2 53,0+ 4,6 19,0+1,9 20,8+1,4
D1 79,6+176 67,4%+9,9 31,0+6,9 25,6 +5,3
D2 83,675 38,6+1,2 27,6 3,9 222+2.2
D3 398+56"°° 404+19 128+27° 104+18
Satélite 42,6 +2,9° 390+1,5 15,8+1,3 13,8+15

Dados estédo apresentados como média * erro padréo da média
P p<0,05 comparado com grupo D1 por ANOVA seguido de Tukey
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Tabela 9: resultados do teste do campo aberto para os submetidos aos diferentes
tratamentos com EHAB das folhas de R. leptopetala

Grupos Grooming Defecacéao
(n°de bolos
fecais)
15 dias 30 dias 15 dias 30 dias

Machos
Controle 46+1,2 52+1,2 3,6+0,5 3,4+0,9
D1 7,7+0,7 7,7+0,3 30+15 6,3+0,7
D2 5712 5719 2,3+1,3 1,3+0,7
D3 58+1,3 50+0,9 6,0+1,1 6,8 +1,0°
Satélite 6,6 +1,2 50+0,8 6,4+0,8 56+0,8

Fémeas
Controle 10,2 £ 3,7 10,2+ 34 32x15 38+x1,2
D1 8,4+23 76+1,1 4,4 +£1,3 1,2+0,6
D2 24+1,0 48+272 2,0+0,7 1,6+0,5
D3 7627 6,4+1,7 28+1,1 2,4+0,9
Satélite 84+172 9,4+0,9 32+1,3 1,8+0,9

Dados estédo apresentados como média * erro padréo da média
¢ p<0,05 comparado com grupo D2 por ANOVA seguido de Tukey

a) Defecacéao

Houve um aumento significativo no numero de bolos fecais dos machos na D3,
na segunda quinzena de analise do campo aberto.

N&o houve diferenga significativa na contagem dos bolos fecais das fémeas,

tanto na primeira, quanto na segunda quinzena de analise do campo aberto.
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b) Rearing

N&o houve diferenca significativa no grupo dos machos, quando comparado
com o controle e entre 0s grupos tratados.

Ja entre as fémeas, houve diferenca significativa apenas entre o0s
camundongos tratados com a D3 quando comparados com D1.

N&o houve diferenga significativa quando comparado entre 0s sexos.

I- Teste do Rota-rod

Observando-se o tempo de permanéncia (segundos) dos camundongos na
barra giratéria do rota-rod, no 15° dia de tratamento, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa, quando comparado o grupo controle com os tratados
com diferentes doses e quando comparado entre as doses. Isto pode ser visto
tanto nos machos quanto nas fémeas.

J4, no 28° dia de tratamento, pode-se observar que houve uma diminuicéo
estatisticamente significativa do tempo de permanéncia dos camundongos
machos, tratados com D1 e D3, quando comparado ao grupo controle. No grupo
D1 das fémeas pode-se observar um aumento do tempo de permanéncia nas
barras giratérias do rota-rod, quando comparado ao grupo controle, e uma

diminuicdo deste tempo quando comparado o grupo D3 e o satélite com o D1.
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Houve uma diminui¢do significativa no tempo de permanéncia nas barras

giratérias dos machos tratados com D1 quando comparados com as fémeas de

mesmo grupo.

Tabela 10: Tempo de permanéncia (em segundos) na barra giratéria do aparelho
Rota —rod, de camundongos durante o tratamento subcrénico com o EHAB das

folhas de Rollinia leptopetala

Grupos 14 dias 28 dias
Machos
Controle 180,0 £ 0,0 180,0 £ 0,0
D1 156,0 £ 6,0 146,0 + 2,4"
D2 168,0+ 7,3 152,0 + 8,0
D3 168,0+ 7,3 146,0 £ 9,3°
Satélite 162,0+ 7,3 150,0+ 8,4
Fémeas
Controle 162,0+7,3 150,0 £ 0,0
D1 168,2 +7,2 180,0 + 0,0°
D2 180,0 £ 0,0 162,0+ 7,3
D3 174,0 £ 6,0 142,0 +3,7°
Satélite 168,0+ 7,3 152,0 +7,3°

Dados estéao apresentados como média * erro padréo da média

& p<0,05 comparado com grupo Controle por ANOVA seguido de Tukey
P p<0,05 comparado com grupo D1 por ANOVA seguido de Tukey
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6.5.5 Analise bioguimica do sangue

Tabela 11: Efeitos do HEAB das folhas de R. leptopetala nos parametros bioquimicos de sangue

periférico de camundongos.

Grupos Glicose AST ALT Uréia Creatinin Colesterol Triglicerideos
(mg/dL) (U/L) (U/L) (mg/dL)  a(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Machos
Controle 130,2+9,8 389,3 + 82,9+5,1 67,2127 0,48 + 93,7 141,8 £ 9,2
40,3 0,04 3,9%
D1 147,7+6,3 3668+ 855+75 583+58 0,32+ 875+4,6 106,0+5,7
63,8 0,07
D2 120,0 + 389,1 80,074 638124 0,36 + 97,6 + 160,3 £ 31,9
11,6 22,5 0,02 5,5%
D3 169,5 + 5449 + 96,0 £ 9,8 86,7 £ 0,32+ 92,7+4,1 78,5+8,92¢
9,4¢ 45,6 5,780c# 0,08
Fémeas
Controle 152,2+8,7 4433t 81,3+7,2 57,3+3,3 0,50 £ 76,1+1,7 125,7+6,4
76,7 0,05
D1 161,8 £ 6,7 509,6 + 984+99 599+55 06+0,09 853+39 122,3+10,8
60,3
D2 131,7 = 366,4 + 75,8+78 58,8+44 0,49 + 749+35 110,8+11,9
10,8 56,3 0,21
D3 136,8 + 412,4 + 772+6,2 554272 0,74 + 85,0+£5,6 144,0+20,3
19,3 69,2 0,10

Dados estdo apresentados como média + erro padrdao da média

a p<0,05 comparado com grupo Controle por ANOVA seguido de Tukey
b p<0,05 comparado com grupo D1 por ANOVA seguido de Tukey

¢ p<0,05 comparado com grupo D2 por ANOVA seguido de Tukey

v Glicemia

O tratamento durante as 4 semanas com EHAB das folhas de Rollinia

leptopela, levou a um aumento estatisticamente significativo da glicemia dos

machos tratados com a maior dose (90mg/kg), quando comparado com o0s

machos tratados com a dose intermediaria de 50mg/kg.

Ja entre as fémeas, ndo houve diferenca significativa entre os valores de

glicemia, quando comparado entre 0S grupos.

v' AST (aspartato transaminase) e ALT (alanina transaminase)
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Nos valores das enzimas hepéticas AST (aspartato transaminase) e ALT
(alanina transaminase), entre machos e entre fémeas, ndo houve diferenca

estatisticamente significativa dos grupos.
v Uréia

Houve um aumento significativo dos valores de ureia do grupo D3 dos
machos, quando comparado com o grupo controle e com os grupos D1 e D2.

Ja nos valores de ureia das fémeas, ndo houve diferenca significativa
quando entre 0s grupos.

Quando comparado os valores entre machos e fémeas, houve diferenca
significativa nos grupos tratados com a D3.

v' Creatinina

N&o houve diferenca significativa nos valores de creatinina, quando

comparado entre os grupos, tanto dos machos quanto das fémeas.

v' Colesterol

N&o houve diferenca significativa nos valores de colesterol total, quando

comparado entre os grupos, tanto dos machos quanto das fémeas.
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Quando comparado os valores entre machos e fémeas, houve diferenca

significativa nos grupos tratados com a D2 e entre os controles.

v' Triglicerideos

Houve uma diminuicdo significativa nos valores de triglicerideos dos

machos tratados com a maior dose (D3), quando comparado com o grupo controle

e com o grupo D2.

Tabela 12: Efeitos do HEAB das folhas de R. leptopetala nos parametros bioquimicos de

sangue periférico de camundongos.

Grupos HDL Proteinas Albumina Acido
(mg/dL) Totais (mg/dL) Urico
(U/L) (mg/dL)
Macho
Controle 450+2,9 5,97 £ 0,14 2,14 £ 0,08 5,14 £ 0,67
D1 70,3 £ 2,42 6,01 £ 0,12 2,08 £0,07# 33+0,32
D2 75,9+ 2,72 6,23 +0,18 2,33+£0,06 6,18 £ 0,64
D3 80,6 + 4,82 6,29 + 0,15 2,30+ 0,09 5,92 +0,49
Fémea
Controle 38,014 5,83 £0,08 2,33+0,08 4,95 + 0,51
D1 55,0 £ 5,22 6,23 +0,18 2,63+0,08 534 +0,34
D2 57,4 £ 3,32 6,530,132 2,38 +£0,05 4,44 + 0,75
D3 61,3 +1,9° 6,60 £ 0,182 2,68 £0,06 5,16 £ 0,46

Dados estdo apresentados como média + erro padrdo da média

a p<0,05 comparado com grupo Controle por ANOVA seguido de Tukey

# p<0,05 comparado com o mesmo grupo do sexo oposto por ANOVA seguido de
Tukey
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v' HDL

Houve um aumento significativo nos valores do colesterol HDL, dos grupos

tratados, tantos machos quanto fémeas, quando comparados ao grupo controle.

v" Proteinas totais

N&o houve diferenca estatisticamente significativa nos valores de proteinas
totais entre os grupos tratados e o controle dos machos.
Ja entre as fémeas, houve um aumento significativo dos grupos D2 e D3

guando comparados aos valores do grupo controle.

v Albumina

N&o houve diferenga significativa nos valores da albumina, tanto nos
machos, quanto nas fémeas, quando comparados com o0 controle e entre os

grupos tratados.
Ja no comparativo entre os sexos, houve uma diminuigcdo significativa nos
valores da albumina dos machos tratados com D1 quando comparados com as

fémeas de mesmo grupo.
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v Acido Urico

N&o houve diferenca significativa nos valores de &cido Urico, quando

comparado entre os grupos, tanto dos machos quanto das fémeas.

6.5.6 Analise hematoldgica

Tabela 13: Efeitos do EHAB das folhas de R. leptopetala nos parametros
hematoldgicos de sangue periférico de camundongos durante o tratamento

subcrénico
Grupos VCM HCM CHCM
(fm®) (P9) (g/dL)
Machos
Controle 43,00 £ 0,67 13,93 + 0,28 32,40 £ 0,76
D1 43,25 + 0,59 12,45 + 0,34 29,38 +1,15
D2 43,00 £ 0,60 12,91 + 0,42 30,13 £ 0,89
D3 44 22 + 0,60 12,19 + 0,307 27,13+ 0,64
Satélite 48,33 + 13,14 + 0,35 27,14 £ 0,22
1’17a,b,c,d
Fémeas
Controle 43,70 £0,6155 12,96 + 0,36 30,00 £ 0,99
D1 43,67 £0,7071 12,87 +0,23 30,11 £ 0,63
D2 43,00 £0,6236 12,83 +0,27 27,13 + 3,02
D3 4250+ 0,7638 12,96 +0,24 30,90 £ 0,55
Satélite 49,78 + 13,81 + 0,20 27,71 + 0,27
0’98a,b,c,d

Dados estédo apresentados como média * erro padréo da média

a
b
c
d
#

Tukey

p<0,05 comparado com grupo Controle por ANOVA seguido de Tukey
p<0,05 comparado com grupo D1 por ANOVA seguido de Tukey
p<0,05 comparado com grupo D2 por ANOVA seguido de Tukey
p<0,05 comparado com grupo D3 por ANOVA seguido de Tukey
p<0,05 comparado com o0 mesmo grupo do sexo oposto por ANOVA seguido de
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O Volume corpuscular médio (VCM) dos machos e fémeas teve um
aumento significativo do grupo satélite, quando relacionado ao controle e a todos
0S grupos tratado.

A hemoglobina corpuscular média (HCM) dos machos, teve uma diminui¢éo
significativa nos camundongos tratados com D1 e D3. J4 nas fémeas, ndo teve
nenhuma alteracao significativa.

Nos valores da hemoglobina corpuscular média (CHCM), ndo houveram
alteracdes significativas em nenhum dos grupos.

Nos valores das hemécias ndo houve alteracfes significativas nos machos
e fémeas, quando comparados com o controle e com 0s grupos tratados.

Nos valores da hemoglobina, ndo houve alteracbes dos valores das
fémeas, mas houve uma diminuigéao significativa dos valores nos machos tratados
com D3, quando comparados ao controle.

Ja nos valores do hematdcrito dos machos, houve um aumento significativo
do grupo satélite, quando comparado com o controle e o grupo tratado com D2.
Nas fémeas, houve um aumento significativo no grupo satélite, quando comparado

com o grupo controle e todos os grupos tratados com as diferentes doses.
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Tabela 14: Efeitos do EHAB das folhas de R. leptopetala nos parametros
hematoldgicos de sangue periférico de camundongos durante o tratamento

subcronico
Grupos Hemacias Hemoglobina  Hematdcrito
(10%/mm?) (g/dL) (%)
Machos
Controle 9,1+0,1 12,66 £ 0,12 41,00 + 0,65
D1 9,4+0,2 11,75 £ 0,22 40,25 + 0,99
D2 9,1+0,2 11,78 £ 0,26 39,13+0,91
D3 9,2+0,2 11,21 £ 0,172 39,10 £ 0,85
Satélite 9,15+ 0,15 12,06 £ 0,43 44,34 + 1,47%¢
Fémeas
Controle 9,3+0,1 12,03 £ 0,30 40,40 £ 0,93
D1 9,2+0,1 11,88 + 0,24 39,78 £ 0,94
D2 9,4+0,2 12,08 £ 0,15 40,11 +£ 0,79
D3 9,2+0,2 12,01 £ 0,26 39,10 £ 0,64
Satélite 9,15+ 0,14 12,63 +0,14 45,60 *
0,810

Dados estdo apresentados como média + erro padrao da média

& p<0,05 comparado com grupo Controle por ANOVA seguido de Tukey
b h<0,05 comparado com grupo D1 por ANOVA seguido de Tukey

¢ p<0,05 comparado com grupo D2 por ANOVA seguido de Tukey

d p<0,05 comparado com grupo D3 por ANOVA seguido de Tukey

107 [




D de Lima, C. U. G. B.

Tabela 15: Efeitos do EHAB das folhas de R. lepfopetala nos parametros hematoldgicos
de sangue periférico de camundongos durante o tratamento subcrénico

Grupos Leucdcitos totais Contagem diferencial de leucocitos (%)
(103/mm?)
Linfécitos Neutréfilos Monécitos Eosindfilos
Machos
Controle 3.640 + 306,7 62,1+39 36,4+2,8 32+1,1 0,1+0,1
D1 3.525 £ 208,5 65,1+6,2 31,759 30+£04 0,1+0,1
D2 3.438 £ 556,2 66,0 + 3,4 304+34 34+0,7 0,2+0,1
D3 4.411 £ 252,5 59,4 +54% 372+42% 42+15 0,0+0,0
Satélite 4.556 + 708,3 70,2+6,1 253+5,2 43+0,9 0,0+£0,0
Fémeas
Controle 4,380 £ 657,4 70,545 31,149 20+0,6 0,2+0,1
D1 3.922 +377,8 65,1+24 31,2+23 39+0,8 0,0+0,0
D2 3.222 £ 236,7 76,1+2,6 20,8+25 3,0+£0,6 0,1+0,1
D3 2.870 £120,2 795+29 17,5+2,4 3,2+0,8 0,0+£0,0
Satélite 3.767 £312,2 74622 21,319 41+0,9 0,0+£0,0

Dados estédo apresentados como média * erro padrdo da media
# p<0,05 comparado com 0 mesmo grupo do sexo oposto por ANOVA seguido de

Tukey

Na contagem total e diferencial dos leucdcitos, ndo houve alteracdes

significativas nos grupos dos machos e fémeas, quando comparados com o

controle e entre os grupos tratados.

Quando comparado entre os sexos, houve um aumento da quantidade de

linfécitos das fémeas tratadas com D3, quando comparadas com machos do

mesmo grupo. Ja com relagédo aos neutrofilos, houve um aumento na quantidade

dos machos tratados com D3, quando comparados com as fémeas de mesmo

grupo.
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Tabela 16: Efeitos do EHAB das folhas de R. leptopetala nos parametros
hematolégicos de sangue periférico de camundongos durante o tratamento
subcrdnico

Grupos
Plaguetas

Machos
Controle 521.700 + 29.061
D1 514.750 + 13.610
D2 507.875 + 22.088
D3 653.000 + 48.554°
Satélite 858.556 +

59.491%Pc.#

Fémeas
Controle 505.000 + 28.586
D1 501.333 + 23.209
D2 545.778 £ 17.273
D3 759.700 + 39.7772P¢
Satélite 653.000 * 48.554

Dados estédo apresentados como média * erro padrdo da média

@ p<0,05 comparado com grupo Controle por ANOVA seguido de Tukey

P n<0,05 comparado com grupo D1 por ANOVA seguido de Tukey

¢ p<0,05 comparado com grupo D2 por ANOVA seguido de Tukey

4 p<0,05 comparado com grupo D3 por ANOVA seguido de Tukey

# p<0,05 comparado com o mesmo grupo do sexo oposto por ANOVA seguido de
Tukey

Houve um aumento significativo nos valores das plaquetas dos machos
tratados com D3 quando comparados com o D2; e do grupo satélite quando

comparado com o controle, D1, D2 e D3. Nas fémeas, houve um aumento
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significativo das plaquetas no grupo tratado com o D3 quando comparados ao

grupo controle e os grupos tratados com D1 e D2.

Quando comparado entre os sexos, houve um aumento significativo do

grupo satélite dos machos, em relacao as fémeas de mesmo grupo.

6.5.7 indice dos 6rgéos

Tabela 17: indice dos 6rgéos, de camundongos durante o tratamento subcrdnico com o EHAB

de R. leptopetala

Grupos Timo Baco Figado Coragao Rins
Machos
Controle 0,129 +0,003 0,229 + 0,010 2,181 £ 0,072 0,135 + 0,007 0,367 + 0,008
D1 0,113+0,003 0,227 +0,011* 2,006 + 0,079 0,132 £ 0,010 0,340 + 0,008
D2 0,109 +0,002 0,175+0,011>> 1,973 + 0,054 0,135 + 0,008 0,368 + 0,013
D3 0,227 £0,130 0,171 +0,0113> 2,012 + 0,023 0,142 + 0,004 0,357 + 0,008
Satélite 0,103 £ 0,004 0,191 + 0,004 2,102 + 0,034 0,123 + 0,006 0,342 £ 0,012
Fémeas
Controle 0,081 +0,039 0,216 + 0,008 2,175 + 0,062 0,1337 + 0,006 0,366 + 0,009
D1 0,111 +£0,004 0,179 £ 0,007 1,912 + 0,086 0,1228 + 0,007 0,344 + 0,009
D2 0,101 £0,004 0,161 +£0,014®> 2,043 + 0,065 0,1289+ 0,008 0,343 + 0,008
D3 0,092 + 0,005 0,165+0,0122 1,847 +0,0412 0,1323 £ 0,004 0,359 + 0,011
Satélite 0,108 £ 0,003 0,189 + 0,005 1,926 + 0,061 0,1281 +£ 0,007 0,315 + 0,0062¢

Dados estédo apresentados como média + erro padrédo da média

@ p<0,05 comparado com grupo Controle por ANOVA seguido de Tukey

b p<0,05 comparado com grupo D1 por ANOVA seguido de Tukey
¢ p<0,05 comparado com grupo D2 por ANOVA seguido de Tukey
4 p<0,05 comparado com grupo D3 por ANOVA seguido de Tukey

# p<0,05 comparado com o mesmo grupo do sexo oposto por ANOVA seguido de Tukey

Na avaliacdo do indice dos 6rgdos dos machos, pode-se observar que

houve uma diminuicdo significativa no indice do baco dos animais tratados com a

D2 e D3, quando comparados com o controle e com 0s animais tratados com D1.

N&o houve alteragbes nos valores dos indices do timo, figado, coracéo e rins.
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J& no grupo das fémeas, houve uma diminui¢do significativa nos valores
dos indices do baco dos grupos D2 e D3, quando comparado com 0 grupo
controle. O mesmo foi observado nos valores do figado das fémeas tratadas com
D3. No grupo satélite, houve uma diminuigdo significativa no indice dos rins,

guando comparado ao grupo controle e D3.
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7 DISCUSSAO

O uso de plantas € uma pratica prevalente na populacdo, principalmente
onde as condi¢Bes sociais e econdmicas sdo mais precarias. Considerando a
importancia destes aspectos € que foi realizado um estudo que objetivou a
investigacéo da toxicidade pré-clinica aguda e subcrdnica do extrato hidroalcodlico
bruto das folhas de Rollinia leptopetala. Além do estudo toxicoldgico, também foi
realizado o estudo da atividade antitumoral desse mesmo extrato.

A utilizacdo de produtos naturais como agentes anticancer tem uma longa
histéria que iniciou com a medicina popular e através dos anos foi incorporada a
medicina alopatica. Muitas drogas usadas atualmente na quimioterapia foram
isoladas de espécies de plantas ou derivadas de um prototipo natural (COSTA-
LOTUFO et al., 2005). De acordo com Cragg e Newman (2000), cerca de 50 %
das drogas utilizadas na clinica com atividade anticancer foram isoladas de fontes
naturais ou relacionadas a elas. Portanto, o uso de produtos naturais representa a
estratégia mais bem sucedida para a descoberta de novos medicamentos usados
na terapia anticancer (BEZERRA et al., 2008).

O estudo foi iniciado com a triagem toxicologica através do bioensaio com
Artemia salina L, que teve como finalidade direcionar os estudos toxicolégicos
subsequientes em camundongos. Artemia salina L. € um microcrustaceo da ordem
Anostracea, encontrado em aguas salgadas (CALOW, 1993), amplamente
utilizado como indicador de toxicidade em um bioensaio que utiliza a CL50

(Concentracdo letal 50%) como parametro de avaliacdo da atividade biologica

kg
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(NOBREGA, 2005). O valor médio da CL50 determinado no teste foi 78,49 g/mL
(Grafico 1), desta forma, segundo o método utilizado, constatou-se que a espécie
em estudo é considerada de alta toxicidade. Para CL50 menor que 1000 g/mL, as
espécies sdo consideradas de alta toxicidade (MCLAUGHIN e ROGERS, 1998).

O teste com Artemia salina tem demonstrado boa aceitabilidade decorrente
da sua alta sensibilidade, baixo custo, rapidez e por ser de facil manuseio
(CAVALCANTE, 2000). E utilizada como alimento vivo para peixes, sendo seus
ovos facilmente encontrados em lojas de aquaristas. Essa espécie marinha tem
sido utilizada em experimentos laboratoriais como um bioindicador, sendo o seu
grau de tolerancia em relacdo a um fator ambiental reduzido e especifico, de modo
que apresenta uma resposta nitida frente a pequenas variagdes na qualidade do
ambiente (ABEL, 1989). A letalidade desse organismo tem sido utilizada para
identificacdo de repostas biologicas, onde as variaveis morte ou vida sdo as
Gnicas envolvidas (MEYER et al., 1982). O ensaio de toxicidade com Artemia
salina consiste em avaliar a toxicidade aguda do extrato e por isso é fator
determinante em bioensaios preliminares, onde o estudo de compostos com
potencial atividade biologica € investigado (COLEGATE; MOLYNEUX, 1993).
McLaughlin e colaboradores tém utilizado sistematicamente este bioensaio na
avaliacao prévia de extratos de plantas conhecidas como antitumorais (MEYER et
al., 1982; McLAUGHLIN, 1991; RUPPRECHT; HUI; MCLAUGHLIN, 1990). As
fracOes ou substancias ativas sédo posteriormente testadas em diferentes culturas
de células tumorais, obtendo-se uma boa correlacdo. A significante correlacéo

entre o bioensaio e a inibicdo do crescimento in vitro de linhagens de células
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tumorais mostra que esse método pode ser uma ferramenta Gtil para triagem na
pesquisa de drogas antitumorais (ANDERSON et al., 1991).

Carballo et al. (2002) compararam os resultados com extratos de produtos
marinhos, com o0 ensaio de letalidade com larvas de A. salina, em relacdo a
citotoxicidade em duas linhagens de células tumorais. Segundo os autores, 0s
resultados apresentam uma boa correlacado, tal como ja estabelecido para extratos
de plantas (McLAUGHLIN, 1991), sugerindo que este bioensaio seja utilizado para
testar produtos naturais com potencial atividade farmacoldgica.

Na avaliacdo da toxicidade de produtos naturais com o bioensaio com A.
salina, valores de CL50 menores que 1000 ug/mL representam produtos bioativos
(MEYER et al., 1982). Os valores de CL50 obtidos para o EHAB das folhas de R.
leptopetala € menor que 1.000 pug/mL, indicando que o produtos € um possivel
candidato a droga antitumoral.

O ensaio farmacoldgico pré-clinico agudo consiste numa avaliacdo
preliminar das propriedades téxicas de uma substancia-teste, o que permite obter
informacdes acerca dos riscos para a saude resultantes de uma exposicao de
curta duracao pela via escolhida, servindo como base para a pesquisa cronica /
subcroénica (BRITO, 1994).

ApoOs o tratamento agudo com doses de 300, 400, 600 e 1000 mg/kg do
EHAB de Rollinia leptopetala, os efeitos adversos bem como a letalidade
aumentaram progressivamente (nenhuma morte na dose de 300 mg/kg e 10
mortes na dose de 1000mg/kg) (Tabela 2). O numero de animais mortos foi

contabilizado e determinou-se a dose responsavel pela morte de 50 % dos
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animais experimentais (DLsg), sendo esse valor 457 mg/kg (Grafico 3). Devido a
morte da maior parte dos animais em experimento, ndo foi possivel determinar o
consumo de agua e racao durante os 14 dias de tratamento, bem como observar o
ganho ou peso dos animais tratados, nem realizar as andlises bioquimicas e
hematoldgicas, concluindo-se que a droga € bastante toxica.

Para investigar a possivel atividade anticancer do EHAB das folhas de R.
leptopetala, foi avaliada a viabilidade de células da linhagem tumoral sarcoma 180,
tratadas com este extrato. Diante dos resultados obtidos no ensaio de atividade
antitumoral in vitro, o EHAB das folhas de R. leptopetala foi considerado promissor
em relagdo a sua bioatividade, de forma dose-dependente (Grafico 4).

A atividade antitumoral in vitro foi avaliada pela citotoxicidade através dos
ensaios de exclusdo do azul de tripan e redu¢cdo do MTT. O sistema MTT é
quantitativo e mais sensivel. Por causa da relagdo linear entre atividade celular e
absorbancia, o crescimento ou taxa de morte de células pode ser mensurado. O
teste de exclusdo do azul de tripan € um teste qualitativo e indica se a célula esta
viva. Fatores que interferem na acuracia (exatiddo de uma opera¢cédo) do método
de avaliacdo da citotoxicidade pelo MTT estéo relacionados a contaminacdo do
reagente com substancias redutoras, células ou microrganismos; a exposicao da
placa a luz; aos erros relacionados ao calculo do numero de células por poco ou
ao volume pipetado; a diminuicdo do tempo de incubagdo da cultura com a
solucdo de MTT; a diminuicAo do tempo de incubacdo necessario para
solubilizacdo do formazan; e a técnicas de cultura inadequadas que comprometem

o crescimento celular (ATCC, 2001).
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Adicionalmente, trabalhos recentes mostram que algumas substancias séo
capazes de interagir de alguma forma com o MTT e assim inibir a redugéo do MTT
sem afetar a viabilidade celular, ou ainda, induzir a redugédo do MTT na auséncia
de células vivas. Por isso, em adi¢ao a realizacdo do ensaio de reducdo do MTT é
recomendada a utilizacdo de outros ensaios de citotoxicidade para avaliar o efeito
de substancias quimicas na viabilidade de culturas celulares, incluindo o ensaio de
exclusao do azul de tripan (AHMAD et al., 2006; TREVISI et al., 2006).

Diante dos resultados, verifica-se efeito inibitério do EHAB das folhas de R.
leptopetala, frente as células tumorais da linhagem sarcoma 180. As doses
utilizadas, de 50, 100 e 150mg/kg, mostraram inibicdo dos tumores transplantados
nos camundongos de forma dose-dependente, da mesma forma que os tumores
tratados com 5-FU (Gréfico 5).

A citotoxicidade do extrato foi previamente avaliada em células V79
(fibroblastos pulmonares de Hamster chinés) e hepatdcitos de ratos, através do
ensaio de redugcdo do MTT, fornecendo valores de CI50 de 512,3ug/mL
(TAVARES et al.,, 2006). Comparando esses resultados com o valor de CI50
obtido em sarcoma 180, pode-se observar que o HEAB das folhas de R.
leptopetala é mais citotoxico em célula tumoral do em que células normais, ndo
neoplasicas.

Considerando que as substancias citotoxicas ndo séo letais as células
neoplasicas de modo seletivo, ou seja, estruturas celulares normais também séo
afetadas significativamente, a busca por novas drogas com maior poténcia

quimioterapica e que desenvolvam menos efeitos toxicos € constante. Sendo
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assim, os resultados preliminares ddo um indicio de que a aplicabilidade do
extrato das folhas R. leptopetala como droga farmacologica € uma possibilidade.

Estudos indicam que alguns compostos isolados de plantas, tais como
terpenoides, podem causar mudancas na membrana de células vermelhas
sanguineas e subsequentemente produzir hemolise (NG; LI; YEUNG, 1986;
BADER et al., 1996; GRINBERG et al., 1997; ZHANG et al., 1997). A estabilidade
mecanica da membrana dos eritrocitos € um bom indicador de danos in vitro em
triagens de citotoxicidade, ja que drogas podem alterar esta delicada estrutura
(SHARMA; SHARMA, 2001; AKI; YAMAMOTO, 1991). Eritrocitos também
fornecem um modelo preliminar para o estudo de efeitos protetores e toxicos de
substancias ou situagdes associadas com estresse oxidativo, sendo um possivel
indicador desse tipo de dano as células (APARICIO et al., 2005; LEXIS;
FASSETT; MUNOZ-CASTANEDA et al., 2006; SILVA et al., 2009b). Os resultados
obtidos sugerem que a toxicidade observada do EHAB de R. leptopetala frente
células tumorais de sarcoma 180 ndo € devido ao estresse oxidativo ou dano a
membrana celular, ja que observou-se apenas 10 % de hemdlise em
concentracbes acima de 1250 ug/mL e a inibicdo tumoral com dose de 512,3
pg/mL) (Grafico 4). Experimentos adicionais sdo necessarios para quantificar o
envolvimento do estresse oxidativo no mecanismo de acéo citotoxico do HEAB de
R. leptopetala.

Desde 1957, 5-FU tem um importante papel no tratamento do cancer de
cOlon e € usado por pacientes com cancer de mama e cancer de cabeca e

pescoco (PETERS; KOHNE, 1999). O seu mecanismo inclui inibicdo da timidilato
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sintase (TS) pelo 5-fluoro-2’-deoxiuridina-5’-monofosfato (FAUMP), incorporacao
de 5-fluorouridina-5’-trifosfato (FUTP) ao RNA e incorporagdo do 5-fluoro-2’-
deoxiuridina-5’-trifosfato  (FdAUTP) ao DNA. A inibicdo da TS, uma enzima
importante na sintese de pirimidina, resulta na deplecdo do trifosfato de
deoxitimidina (dTTP) e um aumento no trifosfato de deoxiuridina (dUTP) seguida
da diminuicdo na sintese e reparo de DNA. Incorporacgéo do 5-FU ao RNA também
tem sido relatada a sua acao citotéxica (NOORDHUIS et al., 2004).

Na avaliacdo da atividade antitumoral in vivo, 0s animais tratados com a
maior dose do EHAB de R. leptopetala (150 mg/kg) e com o 5-FU ndo houve
alteracdo significativa no peso corporal quando comparados ao grupo controle
transplantado. Este quimioterdpico (5-FU) possui muitas reacfes adversas tais
como mielossupressao, diarréia, perda de peso e hemorragias nos pulmdes e
intestinos (HEIDELBERGER et al., 1958; EL-SAYYAD et al., 2009; GOODMAN;
GILMAN, 2006). Ao subtrair o peso dos tumores dos pesos dos animais, para
avaliar apenas o ganho de massa corporea (dados nao mostrados), verificou-se
gue houve apenas diminuicéo significante do peso no grupo tratado com 5-FU, o
gue corrobora com dados da literatura (EL-SAYYAD et al., 2009).

No uso do extrato por 28 dias, observou-se que muito provavelmente, a
variacdo da temperatura ndo esta relacionada com o uso do extrato, sendo
importante observar, que mesmo com variacdes significativas, as temperaturas
dos animais tratados e do controle mantiveram-se em niveis normais, variando
entre 35 — 38°C, podendo observar que a relacdo metabolismo/regulacdo

manteve-se preservada durante a administracao prolongada da planta (Tabela 5).
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Os efeitos da administragdo continua sobre o consumo de racgdo,
mostraram alteracdes significativas em ambos os sexos (Tabela 7). Houve uma
diminuicao significativa no consumo de racao, principalmente nos animais tratados
com a maior dose, mesmo assim, foi observado um aumento no peso dos animais,
no final do experimento, mais evidenciado nos machos, mostrando que esse
extrato pode ter ativado, de forma direta ou indireta, o centro regulador de
saciedade no sistema nervoso central. J& o consumo de agua foi mais evidenciado
nos machos do que nas fémeas (Tabela 7).

O figado é o 6rgdo de detoxificacdo dos mamiferos e os rins o 6rgdo
excretor mais importante, e ambos sdo susceptiveis a drogas quimioterapicas.
Como exemplos, pode-se citar disfun¢des hepaticas induzidas por mitramicina e
toxicidade renal causada por docetaxel (KATZUNG, 2003; BEZERRA et al., 2008).

Como células metabolicamente complexas, o0s hepatdcitos contém
concentragbes elevadas de iniUmeras enzimas. Com a lesdo hepética, estas
enzimas podem extravasar para o plasma e podem ser Uteis para o diagnéstico e
monitoramento da lesdo hepética. No hepatdcito, as enzimas comumente medidas
sao encontradas em localizacdes especificas; o tipo de lesdo hepatica determina o
padrdao de alteracdo enzimatica. As enzimas citoplasmaticas incluem a lactato
desidrogenase (LDH), a aspartato aminotransferase (AST) e alanina
aminotransferase (ALT). As enzimas mitocondriais, como a isoenzima mitocondrial
da AST, séo liberadas mediante o dano mitocondrial (HENRY, 2008). As enzimas
sao liberadas pelos hepatdcitos por meio de uma variedade de mecanismos, 0s

quais determinam o padrdo de elevagdo enzimatica. O padrdo mais comum de
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elevacdo na lesédo é o dano irreversivel & membrana celular seguido de morte da
célula, levando ao extravasamento das enzimas citoplasmaticas. O alcool
rapidamente causa a liberacdo da AST micotondrial pelos hepatécitos e sua
expressao nas superficies celulares (ZHOU et al., 1998). Os principais marcadores
de lesdo celular sdo as enzimas citoplasméticas e mitocondriais, que ndo séo
especificas dos hepatdcitos, e podem estar aumentadas com lesdo em outros
orgdos; todavia, as hepatopatias sdo a causa mais comum de elevacdo (HENRY,
2008). Como os resultados obtidos ndo mostraram alteragdo significante nos
niveis de AST e ALT, ndo ha indicio enzimatico de comprometimento hepatico
(Tabelas 11 e 12).

Os compostos nitrogenados nao protéicos (NPN) sdo formados no
organismo como resultado do catabolismo de &cidos nucléicos, aminoacidos e
proteinas. ConcentracBes elevadas dos principais componentes NPN (uréia,
creatinina e acido Urico) ocorrem como consequéncia da funcdo renal reduzida.

A uréia € um produto da degradacdo do metabolismo dos aminoacidos,
produzida a partir da amdénia no ciclo da uréia hepatica. A uréia é filtrada pelos
glomérulos e reabsorvida nos dutos coletores juntamente com a agua (GROSS;
WEHRLE; BUSSEMAKER, 1996). A producao de uréia é afetada pela ingestéo de
proteina e pela taxa de sintese; a nutricdo deficiente leva a valores plasmaticos
reduzidos de uréia, enquanto os estados catabdlicos (queimaduras) e cargas
elevadas de proteina, como sangramento do trato gastrintestinal superior
(CHALASANI; CLARK; WILCOX, 1997), causam aumento da uréia. Uma vez que

a uréia é sintetizada no figado, a hepatopatia avancada frequentemente esta
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associada com uréia plasmatica reduzida (LUM; LEAL-KHOURI, 1989). Os
resultados obtidos mostraram um aumento na concentragédo de ureia nos machos
tratados por 4 semanas (86,7 = 5,7 mg/dL) com a maior dose do extrato
(90mg/kg), corroborando uma possivel acdo diurética do extrato, causando
insuficiéncia renal pré-renal. Também é sugerido que haja um quadro de
desidratacdo dos animais em experimento, perda muscular ou até mesmo um
catabolismo proteico aumentado. Todos esses fatores levam ao aumento dos
niveis de ureia. Mesmo a ureia ndo tendo a boa especificidade para diagnosticar
mudancas da funcdo renal geral, ela é mais sensivel a altera¢des primarias das
condicdes renais, por isso € um marcador que tem forte importancia em casos que
envolvam esta condicdo (Tabelas 11 e 12).

No musculo, a creatina é convertida em fosfocreatina, que serve como uma
fonte rica em energia. Sob condi¢cdes fisioldgicas, a creatina perde &agua
espontaneamente, formando sua amida ciclica, creatinina. Uma vez formada, a
creatinina ndo é reutilizada no metabolismo corporal e assim funciona
exclusivamente como um produto de degradacdo (HENRY, 2008). A taxa de
producado da creatinina esta relacionada a massa muscular, a atividade muscular e
a ingestdo de creatina na carne, bem como a ingestao total de proteina; essas
variaveis também interferem nas concentracdes plasmaéticas de creatinina (RAHN;
HEIDENREICH; BRUCKNER, 1999). As elevacdes em cada uma das variaveis
aumentam a creatinina plasmatica, enquanto as reducdes levam a concentracao
plasmatica reduzida. A creatinina é excretada na circulagio em uma taxa

relativamente constante. Uma fracdo substancial da excrecdo da creatinina nos
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rins é resultado da secrecdo tubular proximal. A creatinina também é filtrada
livremente pelos glomérulos, mas nédo é reabsorvida. A creatinina sérica elevada
esta associada com uma reducdo da taxa de filtracdo glomerular (HENRY, 2008),
0 que ndo foi observado com o uso continuo do extrato, demonstrando que n&o
houve alterag6es nas funcdes renais (Tabelas 11 e 12).

Tem sido recomendado que a aplicabilidade das determinacfes da uréia no
soro € significativamente potencializada quando os resultados da uréia séo
considerados juntamente com os resultados das determinacbes da creatinina.
Como os niveis de creatinina deram normais e o de ureia deram aumentados,
pode-se sugerir que 0s animais, ao serem eutanasiados, estavam com inicio de
insuficiéncia renal aguda.

A dosagem isolada da proteina total tem pouco valor clinico porque a
alteracdo em uma das fracbes pode ser compensada por alteracdo de outra
fracdo, como ocorre nas doencas crbnicas, em que ha diminuicdo de albumina
com aumento de gamaglobulina. As fémeas que foram tratadas com 30 e 90mg/kg
do extrato, tiveram um aumento nos niveis de proteinas totais, sendo um quadro
possivel de desidratacdo (Tabelas 11 e 12).

A albumina, que € uma proteina plasmatica sintetizada pelo figado, nao
teve alteracdo em seus valores, que juntamente com os valores normais de AST e
ALT, mostram que o uso continuo do extrato ndo € hepatotoxico (Tabelas 11 e
12).

O uso do extrato ndo alterou os niveis do colesterol LDL, mas houve um

aumento significativo dos niveis de HDL nos machos e fémeas, sugerindo que o
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extrato, induz ao aumento da producdo da Apo A-1, que aumenta os niveis de
HDL (Tabelas 11 e 12).

As lipoproteinas de alta densidade (HDL) sdo uma familia de particulas
heterogéneas que variam de tamanho, densidade e composi¢cdo quimica como
resultado de suas taxas de sintese e catabolismo e de um remodelamento
intravascular continuo pela acdo de enzimas e de proteinas de transporte. A
fungéo principal da HDL parece ser a remocao do excesso de colesterol livre dos
tecidos periféricos, a conducdo ao figado e a promocdo da metabolizacdo e
secrec¢ao na bile, o que é conhecido como transporte reverso de colesterol.

As particulas de HDL s&o originadas a partir de um complexo fosfolipideo-
apolipoproteina chamado de HDL-nascente. A Apo Al constitui 70%-80% de sua
estrutura. Essas particulas captam colesterol livre pela ligacdo a um receptor das
células periféricas conhecido como ABC A-1 (ATP Binding Cassette A-1). A
enzima LCAT (lecitina:colesterol aciltransferase) age na transformacdo da HDL-
nascente em HDL3 que sdo particulas pequenas, ainda pobres em colesterol.
Essa enzima, além de facilitar o transporte de colesterol livre das células
periféricas para as particulas de HDL, também promove a conversao do colesterol
livre em ésteres de colesterol, facilitando uma maior aceitacdo pelas HDL3 que,
progressivamente, aumentam de tamanho, transformando-se em HDL2

Também tem sido sugerido que a HDL poderia exercer efeitos pleiotropicos
que vao além do transporte reverso de colesterol. Esses incluiriam propriedades
antiinflamatérias, antioxidativas, antiagregantes, anticoagulantes e pro-

fibrinoliticas, ja demonstradas em estudos in vitro, algumas das quais também
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presentes com a infusdo de HDL-colesterol in vivo. Fatores ambientais como dieta,
obesidade e exercicios, assim como fatores genéticos e ligados ao género
também exercem influéncia nos niveis séricos de HDL-C.

O teste de campo aberto foi realizado para a avaliacdo de alteracOes
comportamentais mediante o uso do aparelho de campo aberto proposto por
Carlini et al (1986), com finalidade de avaliar a atividade exploratéria dos animais
mediante sua movimentagcdo espontanea (ambulacdo), o numero de
comportamentos de auto limpeza (grooming), de levantar (rearing) e o numero de
bolos fecais como indice de emocionalidade (MANSUR et al, 1971). Esses
parametros foram utilizados como indice da interferéncia do EHAB de R.
leptopetala sobre o comportamento emocional do animal, indicando alteracdes
sobre o sistema nervoso central. Durante o ensaio subcronico, as fémeas tratadas
com 90mg/kg e as do grupo satélite, tiveram uma diminuicdo na ambulacdo e
também uma diminuicdo no rearing, nos grupos tratados com a mesma dose,
sugerindo que esta dose do extrato pode causar depressao do SNC das fémeas,
que foi observado na primeira quinzena de uso do extrato. Os machos nao
demonstraram alterac6es na ambulacdo e no rearing em nenhum momento. Ja na
segunda semana de uso do extrato, houve um aumento significativo da defecacéo
dos machos e nenhuma alteracdo nos parametros das fémeas (Tabelas 8 e 9).

O teste no aparelhno de Rota-rod foi realizado para a avaliacdo de
alteracdes motoras, e pdde-se observar que, na segunda semana de tratamento,

houve uma diminuicdo significativa no tempo de permanéncia dos animais
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(machos e fémeas), dos grupos tratados com a maior dose do extrato, indicando
acao do extrato no SNC (Tabela 10).

No estudo subcrénico do EHAB das folhas de R. leptopetala, foi realizada
também a andlise de parametros hematoldgicos (Tabela 13). Nos machos, nao
houve alteracdes significativas nos valores das hemacias e CHCM. J4& nos
camundongos tratados com 90mg/kg, houve uma diminuigdo significativa nos
valores de hemoglobina e HCM, sugerindo que o extrato pode influenciar na
formacao da hemoglobina, causando anemia com seu uso. Pacientes portadores
de doencas neoplasicas apresentam alta frequéncia de anormalidades das células
sanguineas. Uma diminuicdo nos niveis de hemoglobina e heméacias é uma
complicagdo comumente observada em pacientes oncologicos. No grupo satélite,
houve um aumento significativo nos valores do hematdcrito e do VCM, sugerindo
quadro de anemia megaloblastica. A anemia megaloblastica, quando ndo causada
pela deficiéncia de vitamina B12 ou &cido folico, pode ser causada por
antimetabolitos que interferem diretamente na producdo de DNA, como alguns
agentes quimioterapicos.

N&do houve alteracdo significativa no valor total dos leucdécitos, nem na
contagem diferencial das células, mostrando que o uso continuo do extrato n&do
interferiu na linhagem leucocitaria. O aumento significativo do numero de
plaquetas do grupo satélite e do grupo tratado com 90mg/kg, pode estar associado
com o maior risco de causar trombose e patologias mieloproliferativas, com o uso
do extrato em doses mais elevadas.Ja a andlise hematologica das fémeas, a Unica

alteracdo encontrada,foi o aumento significativo do VCM e hematocrito, sugerindo
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um quadro de anemia megalblastica, da mesma forma que ocorreu nos machos. A
contagem total e diferencial dos leucécitos foi normal e trombocitose foi observada
apenas nas fémeas tratadas com a maior dose (90mg/kg).

Os dados mostram que o EHAB das folhas de R. leptopetala ndo apresenta
atividade imunoestimulante, porém, também ndo produz imunossupressdo, que

representa um dos principais efeitos indesejaveis da maioria dos quimioterapicos.
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8 CONCLUSAO

Diante dos experimentos realizados, € possivel concluir que:

» O EHAB das folhas de Rollinia leptopetala apresentou atividade antitumoral in
vitro, frente células tumorais malignas da linhagem sarcoma 180.

» O EHAB das folhas de Rollinia leptopetala mostrou ser bioativo frente ao
microcrustaceo Artemia salina e apresentou baixa toxicidade frente eritrécitos de
camundongos Swiss.

» O EHAB das folhas de Rollinia leptopetala mostrou atividade antitumoral in vivo
na dose de 150 mg/kg. Os animais tratados com o EHAB das folhas de Rollinia
leptopetala ndo apresentaram sinais de toxicidade comumente encontrados para
0S quimioterapicos da pratica clinica, ndo havendo altera¢ges significantes nos
modelos experimentais avaliados.

» O EHAB das folhas de Rollinia leptopetala também ndo apresentou atividade
imunoestimulante (determinada através do indice de baco e timo) como parte do
seu mecanismo de acdo antitumoral, porém, também nao produziu
imunossupressao. Entretanto, outros ensaios relacionados a sua atividade no
sistema imune devem ser realizados para uma melhor analise desse processo.

» O uso continuo do extrato leva a algumas alteragbes, como anemia
megaloblastica e aumento de ureia, reagbes comuns ocorrentes com 0 uso de

gumioterapicos, que pode ser reversivel com o término da administracao.
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