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RESUMO

Introdugdo: A literatura apresenta muitos estudos de eficacia de extratos de Dillenia
indica Linn. (Dileniaceae) para tratar varias enfermidades. Por outro lado, havia
escassez de estudos de toxicidade.

Objetivo: Avaliar em fase pré-clinica a toxicidade sistémica do extrato acetato de
etila do fruto de D. indica padronizado em &cido betulinico e administrado
topicamente em camundongos.

Métodos: Primeiro, camundongos foram divididos: grupo teste tratado com extrato
(150 mg/mL), controle positivo tratado com clobetasol (0,5 mg/mL) e controle
negativo tratado com excipiente, diariamente por 10 dias (N = 20, machos e fémeas
1:1). Foi avaliada mortalidade, agressividade, piloerecéo, diarreia, convulsdes,
contor¢cbes abdominais, consumo de racdo e agua, o peso dos animais e 6rgaos,
parametros hematolégicos e bioquimicos. Foram realizados os teste de campo
aberto e forca de preensdo. Com outros animais, foram formados quatro grupos,
como anteriormente, incluindo um grupo naive tratado com excipiente e controle
positivo tratado com metoxipsoraleno 1% (doses Unicas). Meia hora depois, 0s
animais foram expostos a radiacdo ultravioleta em dose minima de eritema, sendo
julgado o efeito fotossensibilizante.

Resultados: Nao foi observado mortalidade, agressividade, piloerecdo, diarreia,
vomito, contor¢cdes abdominais, convulsbes e alteracdes neuromotoras. O ganho
médio de peso corporal foi 1,2 + 0,3 g. O peso médio do figado foi 1,5 + 0,1 g,
coracao (0,14 + 0,01 g), baco (0,07 £ 0,01 g), rins (0,53 + 0,05 g), o consumo de
agua (223,2 + 40,3 ml) e racao (241,9 + 27,2 g). A glicemia média foi 52,8 + 5,0
mg/dL , colesterolemia (91,2 £ 6,9 mg/dL) , trigliceridemia (46,6 + 4,0 mg/dL), os

+

niveis seéricos de ureia (52,8 £ 4,9 mg/dl) e a atividade da aspartato e alanina-
aminotransferase foram 27.1 + 3.8 e 30.7 + 8.4 U, respectivamente. O extrato
induziu fotossensibilidade proxima aquela induzida pelo metéxipsoraleno.

Conclusédo: O tratamento com extrato ndo causou mortalidade ou outros efeitos
adversos. Por outro lado, os dados indicaram um potencial fotossensibilizante para o

extrato.

Descritores: Dillenia indica. Toxicidade. Seguranca.



ABSTRACT

Introduction: The literature contains several efficacy studies of extracts from Dillenia
indica Linn. (Dilleniaceae). On the other hand, there were few studies of toxicity.
Objective: To evaluate in pre-clinical phase the systemic toxicity of the ethyl acetate
extract of the fruit of D. indica standardized in betulinic acid and administered
topically in mice.

Methods: First, mice were divided into: a test-group treated with extract (150 mg/mL),
positive control treated with clobetasol (0,5 mg/mL) and a negative one treated with
excipient daily for 10 days (N=20, male and female 1:1). The evaluations were
related to mortality, aggressiveness, piloerection, diarrhea, convulsions, abdominal
contortions, food and water consumption, body and organs-weight, hematological
and biochemical parameters. The open field and the grip force tests were performed.
With another set of mice, another groups were formed, just like before but including a
naive group treated with excipient, being the positive control treated with
metoxypsoralen 1% (single doses). Half hour later, mice were exposed to ultraviolet
radiation in minimal dose of erythema, being the photosensitizing effect judged 24 h
later.

Results: No mortality, aggressiveness, piloerection, diarrhea, convulsions and
meuromotor alterations were observed. The average body weight gain was 1.2 = 0.3
g, liver weight was 1.5 + 0.1 g, heart (0.14 = 0.01 g), spleen (0.07 + 0.01 g), kidneys
(0.53 + 0.05 g). Average of water consumption (223.2 + 40.3 mL) and food (241.9 +
27.2 g). The average glycemia was 52.8 + 5.0 mg/dL, cholesterolemia (91.2 + 6.9
mg/dL), triglyceridemia (46.6 + 4.0 mg/dL), serum urea levels (52.8 + 4.9 mg/dL) and
the activity of aspartate and alanine aminotransferase were 27.1 + 3.8 and 30.7 £ 8.4
U, respectively. The extract induced photosensitivity close to that induced by
methoxypsoralen.

Conclusion: Treatment with extract did not cause mortality or other adverse effects.

On the other hand, the data indicated a photosensitizer potential for the extract.

Keywords: Dillenia indica. Toxicity. Safety.
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1. INTRODUCAO

O contexto do presente estudo foi relacionado como desenvolvimento de um
novo farmaco, sendo um fitoterapico neste caso. Este processo ocorre inicialmente
através de uma série de ensaios farmacoldgicos e de toxicidade em fase pré-clinica,
seja através de ensaios in vitro ou com 0 uso de seres vivos, incluindo animais.
Estes ensaios visam primeiramente demonstrar a eficacia e depois, fazer uma
estimativa de riscos, quando € avaliada a seguranca de um composto
potencialmente terapéutico e inovador. A fase de estudo da toxicidade € importante
para identificar possiveis efeitos nocivos e também para estimar doses que
posteriormente deverdo ser utilizadas nos ensaios clinicos em humanos?®. Para a
descoberta de uma molécula, algumas abordagens podem ser consideradas. A
etnofarmacologia, por exemplo, € uma abordagem que inclui a avaliacdo do uso e de
relatos populares sobre determinados produtos, normalmente naturais®*°.

O gatilho para esta pesquisa esteve relacionado com os varios estudos pré-
clinicos encontrados na literatura que demonstram uma série de efeitos terapéuticos
de Dillenia indica Linn. (Dilleniaceae) e seus derivados’™**. Se por um lado, os
estudos de eficacia eram abundantes; por outro lado, os estudos de toxicidade
necessarios para avaliar a seguranca e para que as pesquisas pudessem avancar
para as fases mais adiantadas do desenvolvimento, estes eram escassos. Dillenia
indica (D. indica) é uma arvore nativa da Asia que foi mais tarde introduzida no
Brasil, sendo conhecida como maca-de-elefante, arvore de pataca, dilénia, entre
outros. Na regido litoranea de Santa Catarina (SC), é facilmente encontrada e
utilizada tradicionalmente em garrafadas (maceracbes hidro- e/ou etandlicas,
normalmente), para o tratamento de uma série de enfermidades, assim como ocorre
em outras partes do mundo onde D. indica é encontrada*®*>9,

O projeto desta pesquisa foi concebido inicialmente no ambiente de dois
Grupos de Pesquisa da Universidade do Sul de Santa Catarina (Unisul), sdo eles:
Grupo de Desenvolvimento em Tecnologia Farmacéutica (Tecfarma) e Grupo de
Pesquisa em Alergia, Inflamagdo e Doengas Infecciosas (Alindi). Inicialmente, a
autora encontrou um contexto no qual pesquisadores do Tecfarma e Alindi haviam

demonstrado o efeito anti-inflamatério e cicatrizante de extratos do fruto de D. indica
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padronizados em &cido betulinico sobre lesdes dermatoldgicas psoriasiformes®®. O
acido betulinico é um dos constituintes mais abundantes presentes em D. indica,
juntamente com flavonoides e outros constituintes menos abundantes™®.

A psoriase € considerada atualmente a doenca autoimune mais prevalente
mundialmente?®?2. Um aspecto critico no caso desta doenca é que o tratamento
disponivel é apenas paliativo e apresenta uma série de efeitos colaterais, o que
justifica as pesquisas pelo desenvolvimento de novas alternativas para tratar
psoriase®?*. Os pesquisadores do Tecfarma e Alindi vislumbravam a possibilidade
de testar o extrato acetato de etila do fruto de D. indica, rico em acido betulinico e
previamente apontado como o mais promissor'®, em humanos portadores de
psoriase. Por isto, existia um interesse sobre os dados necessarios relacionados a
seguranca da administracdo topica deste composto. A pergunta de pesquisa deste
trabalho foi: A administracdo tépica de extrato acetato de etila do fruto de D. indica é
segura suficientemente para considerar ensaios clinicos?

No Brasil, ha pelo menos cinco regulamentos que apresentam critérios
especificos para medicamentos fitoterapicos, que sdo as Resolucbes Especificas
(RE): RE n° 88/04 - Lista de referéncias bibliogréficas para avaliagdo de seguranca e
eficacia; RE n° 89/04 - Lista de registro simplificado para registro de fitoterapicos; a
RE n°® 90/04 - Guia para a realizacdo de estudos de toxicidade pré-clinica de
fitoterapicos, no qual este estudo se insere; RE n°® 91/04 - Guia para realizacdo de
alteracdes, inclusfes, notificacbes e cancelamentos pos-registro e a Resolucédo de
Diretoria Colegiada (RDC) n° 48/04 que prevé diferentes formas de se comprovar a
seguranca e eficAcia dos medicamentos fitoterapicos, entre elas, através da
utilizacao de informacg@es disponiveis sobre a tradicdo de uso popular da planta para
as indicacdes propostas, através de levantamento bibliografico (ethofarmacolégico e
de utilizacdo, documentacgdes técnico-cientificas ou publicacbes) ou também através
da comprovacédo de uso seguro da planta por um periodo igual ou superior a 20
anos®>%.

Contando com as definicdes destas resolucoes, este trabalho fez um estudo
pré-clinico da toxicidade do extrato acetato de etila do fruto de D. indica padronizado

em &cido betulinico e administrado topicamente em camundongos.
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1.1 LESOES DERMATOLOGICAS PERSISTENTES

No geral, para a maioria das pessoas, 0 processo de recuperacdo de uma
injuria na pele ocorre de maneira simples e sem sequelas aparentes. No entanto, em
alguns individuos pode ocorrer disfuncdo no processo fisiolégico de reparo, devido a
fatores como isquemia, alguma infeccdo; ou fatores sistémicos como idade
avancada, ma nutricdo, uso de medicamentos, diabetes mellitus ou insuficiéncia
renal?~?°. Segundo Brito e colaboradores, a incidéncia e a prevaléncia de lesées
dermatoldgicas vém crescendo em decorréncia da mudanca do perfil da populacéo,
com o aumento da longevidade, acompanhado de habitos de vida inadequados, que
geram altos indices de doencas cronicas, como diabetes mellitus, doencas
vasculares, entre outras®.

E pertinente considerar que as lesBes dermatolégicas podem ocasionar
problemas tanto de ordem fisica, quanto de ordem emocional porque podem
incapacitar a pessoa a desenvolver sua vida cotidiana e comprometer sua imagem
corporal, levando a um sofrimento psiquico®’. Outro aspecto muito importante na
vida de pessoas que sofrem com estas lesGes € a aceitacdo e preparo familiar para
lidar com as mudancas na rotina de vida, com o tratamento prolongado e muitas

vezes ineficaz .
1.2 FERIDAS TRAUMATICAS CRONICAS

Segundo Laureano e colaboradores as feridas podem ser classificadas de
acordo com o tempo de reparacao tissular. As feridas agudas sao originadas de
cirurgias ou traumas e a reparacgdo ocorre em tempo adequado, sem complicagdes.
Ja as feridas crénicas sdo aquelas que ndo sao reparadas em tempo esperado e
apresentam complica(;c”)es32.

A fisiopatologia das feridas crénicas € um processo complexo que apresenta
um estado de inflamacédo crbnica que leva as pessoas a um desgaste permanente,
além da dependéncia continua de medicamentos para um tratamento de longa
duracdo. Muitas vezes, estas lesbes ndo cicatrizam, tornam-se irreversiveis e até
degenerativas, pois resultam de um desequilibrio no processo de reparo que envolve
reacbes anabdlicas e catabodlicas®. As feridas cronicas sdo atualmente chamadas

de feridas complexas e constituem um problema de satde publica®. Sua incidéncia
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e prevaléncia tém aumentado a cada ano, com o aumento do niumero de pessoas
sedentérias, portadoras de doengas crbnicas e obesas, contribuindo para que este
problema torne-se uma possivel epidemia silenciosa, causadora de aposentadorias
precoces e, consequentemente, de diminuicdo da mao-de-obra ativa®*. Mestre e
colaboradores?’ afrmam que no Brasil had escassez em termos de estudos
epidemiologicos robustos que aborde a problemética das feridas crbnicas. Para
estes autores, o problema atinge cerca de 1% da populacdo mundial e tem
aumentado cerca de 4 a 5% em pessoas com idade superior a 80 anos. Nos
Estados Unidos da América, cerca de seis milhdes de pessoas apresentam feridas
cronicas e na populacéo idosa a prevaléncia pode chegar a 15%. Projetando esses
dados para o futuro, estima-se que em 2050, cerca de 25% da populacéo idosa vai
apresentar uma ou mais lesdes desta espécie. Estudos realizados no referido pais,
revelam que cerca de 10% da populagcdo com diabetes desenvolvem feridas
cronicas e 84% desses casos evoluem para amputacdo. Desses casos, 0 tempo
médio de sobrevida de trés anos é de 50%, apds a amputacdo>*.

No Brasil, um estudo epidemiologico realizado no Hospital Universitario
localizado na cidade de Niter6i/RJ, no ano de 2010, demonstrou que fatores
extrinsecos e intrinsecos ao paciente podem interferir em maior ou menor grau no
processo de cicatrizacdo. Os fatores extrinsecos estéo relacionados as condi¢des da
ferida e ao tratamento realizado, enquanto que os fatores intrinsecos estédo
relacionados as condicdes clinicas do paciente e podem ser agravados na presenca
de doencas cronicas, como o diabetes, as doencas cardiovasculares e
imunossupressoras, que alteram o fluxo sanguineo normal e o estado imunolégico®>”
37 Outro estudo realizado no Ambulatério de Reparo de Feridas do mesmo hospital,
com 186 pacientes maiores de 18 anos, relatou que o maior percentual de pacientes
com feridas cronicas estava na faixa etaria entre 57 e 69 anos (28%), seguidos de
69 a 82 anos (27%), de 44 a 57 anos (24%), de 31 a 44anos (11%). Os menores
percentuais foram registrados junto a pessoas menores de 31 anos (5%) e maiores
que 82 anos (5%), sendo as pessoas idosas foram as mais acometidas®’.

Ao considerar os relatos da literatura, é possivel concluir que as praticas de
saude voltadas ao cuidado com feridas precisam ser vistas também com uma Optica
holistica e néo-fragmentada, visando ndo apenas as necessidades biolégicas, mas

também devem considerar as necessidades emocionais, psicolégicas e
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sociais®**%® A pratica de cuidados a pacientes portadores de feridas é uma
especialidade dentro da Enfermagem, reconhecida pela Sociedade Brasileira de
Enfermagem Dermatolégica (SOBEND) e Associacdo Brasileira de Estomaterapia
(SOBEST), sendo recentemente publicada no diario oficial da unido, a Resolu¢do N°
0501/2015 do Conselho Federal de Enfermagem (COFEN) que aprovou e instituiu o
regulamento sobre a competéncia da equipe de Enfermagem no cuidado com
feridas. Esta autonomia € mais um desafio para as equipes de Enfermagem que
acompanham a evolucéo das diversas etapas do tratamento, como também realizam
o planejamento de tratamento adequado, através de métodos terapéuticos que
poderao ser aplicados juntamente com uma equipe multidisciplinar que, por sua vez,
utilizara procedimentos e materiais, com a finalidade de levar a cicatrizacdo da

ferida3®4°,

1.3 LESOES DERMATOLOGICAS PERSISTENTES IMUNOMEDIADAS

O sistema imunoldogico atua numa rede de cooperacdo, envolvendo a
participagdo de muitos componentes estruturais, moleculares e celulares. Neste
cenario encontra-se o delicado equilibrio entre a sadde e a doenca, em que tanto a

deficiéncia quanto o exagero resultam em dano tecidual®

. Certos tipos de lesdes
dermatolégicas tém como causa um desequilibrio mediado pelo sistema
imunologico. As doencas dermatolégicas imunologicamente mediadas sao
condi¢cdes patologicas decorrentes da ativacdo do sistema imunol6gico contra
constituintes cutaneos préprios do organismo*’. Esta desordem ocorre pela
presenca de autoanticorpos naturais derivados de linfécitos B com atividade
autorreativa e também em decorréncia de uma ativacdo inapropriada de linfécitos
T,

As doencas autoimunes sdo causadas por uma perda persistente dos
mecanismos de controle responsaveis pela manutengéo da tolerancia aos antigenos
préprios. A nao-responsividade das células do sistema imune contra os antigenos
proprios tem sido designada como tolerancia imunolégica, ao passo que a perda do
controle dos mecanismos que mantém a tolerancia tem sido referida como

autoimunidade®*.
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Existem varias doencgas cronicas da pele que sdo imunomediadas. Por
exemplo, a esclerodermia, o pénfigo vulgar, pénfigo foliaceo, lapus eritematoso,
dermatomiosite, alopecia, urticaria crénica autoimune, entre outras. No entanto,
entre estas afeccles, cabe destacar a psoriase porque ela representa cerca de 4%
de todas as dermatoses em menores de 16 anos e acomete cerca 3,5% de toda a
populacdo mundial. A psoriase chega a ser considerada a mais prevalente das
doencas autoimunes no mundo?®?*. As formas cutaneas de psoriase causam feridas

persistentes* ™!,

A esclerodermia é uma doencga rara que para algumas pessoas representa
apenas um ligeiro incObmodo, mas para outras pode ser uma doenca muito grave.
Sua incidéncia anual foi de 2,7 casos por 100.000 habitantes, sendo a média de
idade para o diagnéstico 30 anos de idade *’. J4 o pénfigo descreve um grupo de
doencas autoimunes bolhosas envolvendo a pele e mucosas. H& dois tipos
principais de pénfigo, o pénfigo vulgar e o pénfigo folidceo também conhecido como
fogo selvagem. A incidéncia mundial dos pénfigos varia de 0,75-5 casos/1.000.000

ao ano, dependendo do pais*®°.

O ldpus eritematoso é uma doenca rara e
autoimune, no qual ocorre uma inflamacdo e danos aos tecidos com muita
frequéncia na pele, mas podendo afetar também o coracdo, articulacdo, pulmao,
vasos sanguineos, figado, rins e o sistema nervoso central, entre outros 6rgaos. Sua
prevaléncia € de 14 a 50/100.000 habitantes numa propor¢cdo de nove a dez
mulheres para um homem, na fase reprodutiva da mulher®>>3,

A dermatomiosite € uma doenca sistémica crbnica que se caracteriza por
acometimento inflamatério da pele e dos musculos, afetando em maior proporcdo as
mulheres com idade média do diagndéstico aos 40 anos. A dermatosite possui pelo
menos duas formas de apresentacdo. Na forma miopatica, mais frequente, sao
encontradas les6es musculares e cutaneas e na forma amiopatica, somente com
lesBes cutaneas*®. Ja a alopecia é uma afeccgéo cronica dos foliculos pilosos e das
unhas, com evidentes componentes autoimunes e genéticos, porém muitas vezes
ela é reversivel. Estima-se que cerca de 1,7% da populagédo apresente pelo menos
um episédio da doenca durante sua vida®.

No caso das urticarias, a incidéncia deste grupo de doencas é desconhecida,
porém estima-se uma variacdo de 0,1% a 3% na populacdo em geral, sendo mais

comum em mulheres, numa propor¢do de duas mulheres para cada homem. E
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classificada do ponto de vista da duracao da evolugéo temporal em aguda (inferior a
seis semanas) ou crbnica (superior a seis semanas) A urticaria crbnica tem sido

observada como uma doenca autoimune e constitui cerca de 70% das urticarias *>>*.

1.4 PSORIASE

Assim como outras doencas que atacam a pele, a psoriase tem grande
impacto na qualidade de vida, pois além do desconforto o paciente sofre com as
questdes estéticas e emocionais®’. Atualmente, o tratamento disponivel para a
psoriase é apenas paliativo e precisa ser feito sob acompanhamento médico durante
a vida toda. A psoriase é doenca inflamatéria crénica, imunologicamente mediada
que pode estender-se as articulacbes e até outros 6rgdos™. E uma doenca
recorrente e de carater universal, no entanto aproximadamente um terco dos adultos
acometidos refere o inicio da doenca antes dos 16 anos de idade. Estimativas
indicam que a psoriase atinge cerca de 2-3% da populacdo mundial e 20 a 40%
podem apresentar comprometimento articular. Esse tipo de dermatose atinge de
igual forma homens e mulheres, porém geralmente seu inicio é mais precoce no
sexo feminino, mas o aumento de casos ocorre na segunda ou terceira década de
vida®®. No Brasil, ndo existem estimativas acuradas sobre a prevaléncia de psoriase,
mas a Sociedade Brasileira de Dermatologia considera que isto siga uma tendéncia
mundial, estimando uma prevaléncia de cerca de 1% da populacdo®. Em nivel
nacional, os estudos epidemiolégicos relacionados sobre a psoriase sdo escassos e
ainda mais se considerado um estudo realizado no estado de Santa Catarina. Em
um artigo de revisdo de autoria de Duarte e colaboradores®’, publicado no ano de
2015 na revista Psoriasis: Targets and Therapy (Editora Dovepress), 0s autores
avaliaram estudos envolvendo sujeitos brasileiros. Estes autores estimaram uma
prevaléncia de psoriase de cerca de 2,5% na populacdo brasileira, mesmo tendo
sido explicado que nenhum estudo de base populacional tenha sido realizado até o
momento®’.

A doenca apresenta-se sob formas variadas, sendo as mais comuns: a
psoriase vulgar, gutata, pustulosa eeritrodérmica. A psoriase vulgar é a mais
frequente. Ela aparece no geral na forma de placas concentradas nas flexuras dos

joelhos, cotovelos e couro cabeludo. A psoriase gutata surge de maneira abrupta
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com inumeras pépulas e placas pequenas e disseminadas sobre a pele, que
geralmente aparecem apos um episédio de infeccdo das vias aéreas superiores de
causa estreptocécica. Este tipo de psoriase é mais comum em criancas®®*°. A forma
pustulosa € caracterizada pela presenca de pustulas subcorneas e pode ser
generalizada, localizada, ou acometer as palmas das mé&os e plantas dos pés®®. A
forma eritrodérmica é grave, talvez seja a forma mais dolorosa e caracteriza-se por
eritema e descamacdo generalizados, envolvendo pelo menos 90% da superficie
corporea®®.

No geral, a psoriase aparece como uma dermatose incomoda que
desaparece espontaneamente em um periodo de laténcia, mas depois reincide®.
Outra caracteristica bastante marcante da psoriase é a hiperplasia da epiderme com
intensa descamacdo. Como descreve Lopes® a hiperplasia epidérmica e a
renovacao dos queratindcitos ocorrem de forma acelerada, acompanhadas por uma
ativacao linfocitaria estimulada por citocinas, quimiocinas e moléculas de adesao,
entre outros fatores relacionados com a etiopatogenia, tais como componentes
genéticos, fatores ambientais, infeccbes e estresse, sendo estes 0s principais
desencadeantes e agravantes da doenca. Tracos hereditarios desempenham um

58,6062 Eatores

papel importante na transmissibilidade da doenca aos filhos
ambientais podem influenciar no aparecimento e progressédo das lesdes®®. Cabe
explicar que a psoriase ndo é uma doenca com manifestacées restritas somente a
pele. A doenca tem relacdo com a incidéncia de doencas cardiovasculares, alta
frequéncia de artrite psoriatica, hipertensao, obesidade, diabetes e risco aumentado
para infarto agudo do miocardio®>®*. J4 o estresse psicolégico é considerado
agravante ou desencadeante bem conhecido®.

O processo natural de cicatrizacdo de lesbes na pele ocorre aproximadamente
em 28 dias, ja no caso da psoriase o ciclo celular é acelerado, podendo ser reduzido
a quatro dias. Essa diminuicdo no tempo de diferenciacdo prejudica a maturacéo
apropriada das células e produz falhas da queratinizacdo. Consequentemente, ha
um acumulo de queratina na camada cOrnea, resultando nas caracteristicas
apresentadas pela doenca®.

Mesmo com 0s avangos na assisténcia do cuidado e no tratamento disponivel,

55,56

nas ultimas décadas, a causa da psoriase permanece desconhecida . Quanto

mais precoce, mais grave tende a ser a evolug¢ao do quadro. Em criangas, as lesdes
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podem ser fisicamente desfigurantes, causando prejuizos psicologicos e um

evidente comprometimento da qualidade de vida >®°.

1.5 O DESAFIO NO TRATAMENTO DE FERIDAS CRONICAS E PSORIATICAS

Para que o tratamento de feridas crbnicas aconteca integralmente €
necessario realizar uma avaliacdo criteriosa da lesdo, da doenca em si, levando
também em consideracdo aspectos biopsicossociais®’. A avaliacdo deve ser
compartilhada com uma equipe multiprofissional e contar com a participacao ativa do
paciente e da familia, quando possivel. Para a efetividade do tratamento, o
profissional deve estabelecer uma interacdo com a pessoa portadora da doenca,
esclarecendo o seu diagnostico, a importancia da adesdo e a continuidade do
tratamento %%,

Durante séculos, o tratamento de feridas variou com os objetivos de melhores
resultados cicatriciais em menor tempo possivel’®. Em uma revisdo de literatura,
descreve-se que ja na pré-histéria varios agentes como extratos de plantas, agua,
neve, gelo, frutas e lama eram aplicados sobre as feridas’*. Nos dias de hoje,
instituicbes de reconhecida experiéncia, como o Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Minas Gerais, tém utilizado muito para o tratamento de
feridas crénicas, coberturas como: hidrocoloide (1%); acquasept gel (1%); alginato
de célcio (4%); pomada colagenase (11%); acidos graxos essenciais (26%);
sulfadiazina de prata (5%); carvao ativado (1%); antibiético topico (1%); antifingico
tépico (1%); hidrogel (32%); vaselina (12%); bota de unna (1%0)"2.

Contudo, além do tratamento com coberturas adequadas, o tratamento de
feridas € interferido pelos fatores sistémicos, tais como: idade avancada,
imobilidade, estado nutricional, doencas associadas e ao uso de medicamentos
continuos, principalmente os imunossupressores®. Para complementar o tratamento
de feridas, alguns medicamentos séo utilizados, porém estes podem comprometer o
processo de reparacao tissular, como a radioterapia, a quimioterapia, esteroides e
drogas anti-inflamatérias e imunossupressoras’>.

As feridas de dificil cicatrizacdo ndo respondem aos tratamentos convencionais
e apresentam complicacdes, por isso € necessario o desenvolvimento tecnolégico e

cientifico nesta area, além do desenvolvimento de novos medicamentos para tratar
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as lesdes sem causar efeitos colaterais extremos’®. Os custos dos tratamentos das
doencas relacionadas a deficiéncia cicatricial aumentam a importancia dos estudos
em busca de medicamentos e curativos capazes de interagir com o tecido lesado,
tendo por objetivo acelerar o processo, 0 que justifica o interesse da ciéncia em
buscar evidéncias para resolver problemas complexos da prética assistencial.
Mesmo que se saiba que ainda a melhor forma de se evitar os altos custos
destinados ao tratamento destas lesdes reside no processo de prevencao das
mesmas®*’?,
No que se refere ao tratamento da psoriase, devido ao curso crénico da
doenca, um paciente geralmente utiliza muitos medicamentos durante sua vida,
variando de acordo com os periodos de remissdo, manutencao e efeitos adversos.
Os casos leves a moderados sao tratados com substancias de aplicacdo toépica a
base de corticosteroide, clobetasol ou dexametasona. O primeiro tem poténcia muito
alta e pode ser utilizado na maioria das lesdes de psoriase. A dexametasona tem
poténcia média, ficando reservada para regides em que nao se pode utilizar
clobetasol por risco de atrofia cutdnea ou telangiectasias (vasos muito finos
existentes na superficie da pele), como na face e genitais. Os farmacos
classicamente usados no tratamento sistémico da psoriase moderada ou grave sdo
0 metrotexato, a acitretina e a ciclosporina. O metotrexato é um antimetabdlito e uma
droga antifolato usada no tratamento do cancer e doencas autoimunes. Essa droga
age inibindo o metabolismo do acido folico. A acitretina é um farmaco, derivado da
vitamina A que atua reduzindo a descamacdo da pele. Ja a ciclosporina € um
farmaco imunossupressor inibidor da calcineurina, um mediador da sintese de
interleucinas, como por exemplo, interleucina 2>". O uso desses farmacos pode
causar imunossupressdo severa levando a infeccbes oportunistas, podendo ser
necessaria a hospitalizacdo do paciente, o que consequentemente gera aumento
dos custos para o governo com a hospitalizacédo e para o paciente com o tratamento,
além da debilidade fisica causada® '8

As medicacgOes sistémicas utilizadas na psoriase tém indicacéo limitada na
infancia e durante a gestacdo devido aos efeitos cumulativos das drogas, a baixa
aceitacdo e ao risco de teratogenicidade®. Os medicamentos mais sofisticados
atualmente disponiveis para tratar psoriase sdo compostos biolégicos, a maioria

deles s&o anticorpos anticitocinas, principalmente IL-17 e IL-23’®. No entanto, estes
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medicamentos tém custos elevados, muitas vezes ainda estdo em fase de
desenvolvimento, ndo sendo disponibilizados pela maioria do servico de saude no

Brasil.
1.6 DESENVOLVIMENTO DE NOVOS FARMACOS

As substancias ou compostos candidatos a tornarem-se novos farmacos sao
desenvolvidos, em sua maioria, a partir de uma ou mais das cinco abordagens a
sequir:

l. Identificacéo e elucidacdo de um novo alvo para o farmaco; Il.
Planejamento racional do farmaco, com base no conhecimento
dos mecanismos bioldgicos, estruturas dos receptores do
farmaco e estrutura do farmaco; Ill. Modificacdo quimica de
uma molécula conhecida; IV. Triagem de produtos naturais a
procura de atividade biolégica. V. Biotecnologia e clonagem,
utilizando genes para produzir peptideos e proteinas 2.

No geral, o processo de desenvolvimento de um novo farmaco passa por pelo
menos trés fases principais: Primeiro, a fase pré-clinica, depois a fase clinica e,
finalmente, ha o periodo pés-lancamento, configurando-se assim um processo lento
e oneroso. Na fase pré-clinica ocorre a descoberta da molécula ou composto que
sera testado em testes farmacoldgicos e toxicoldgicos por sua eficacia e seguranca.
Nesta primeira fase, sdo realizados ensaios in vitro ein vivo que podem utilizar
animais roedores e ndo roedores. As moléculas ou compostos que demonstrarem
efeitos promissores nesta primeira fase passardo a fase clinica de avaliacdo, quando
séo realizados ensaios envolvendo humanos. A fase clinica € subdividida em fase |,
Il e lll. Na fase |, normalmente avalia-se a tolerabilidade do farmaco ou composto em
individuos saudaveis, primeiramente. Na fase Il, individuos saudaveis e também
pacientes sdo incluidos nos testes que visam primariamente definir a dose ideal. Na
fase Ill, a efichcia e seguranca sdo avaliadas em humanos portadores da doenca
que o novo farmaco deve tratar?.

Obtido sucesso nestas etapas, adentra-se entdo com o processo de solicitacao
de licenciamento do farmaco juntamente as autoridades competentes. Depois que 0
farmaco é lancado no mercado, o processo de desenvolvimento continua, numa fase
pos-lancamento, quando sdo feitas medidas de farmacovigilancia. O desempenho

s

do farmaco segue sendo monitorado, pois € somente nesta fase que algumas
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respostas aparecem. Como por exemplo, o efeito/seguranca do farmaco sobre
populacbes que normalmente ndo sdo incluidas em fases de pesquisa, como
criancas, gestantes, idosos, minorias étnicas. Também os efeitos devidos ao

polimorfismo genético sdo notificados®"°.

1.7 ETNOFARMACOLOGIA;: UMA ABORDAGEM PARA A DESCOBERTA DE
NOVOS FARMACOS

A etnofarmacologia é uma abordagem para a descoberta de novos farmacos.
Esta ciéncia busca associar informac¢des adquiridas junto as comunidades locais,
pessoas experientes ou profissionais de saude, que fazem uso de produtos naturais
com fins medicinais, aos estudos quimico-farmacoldgicos realizados em laboratérios
especializados. Inclui procedimentos que vao desde estudos observacionais,
entrevistas, até a andlise dos dados etnofarmacolégicos, a elucidacao das estruturas
das substancias ativas isoladas e/ou a obten¢ao de derivados.

Esta abordagem resgata as informacfes acumuladas sobre a medicina
popular e o uso de produtos naturais; um conhecimento passado através das
geracdes. Obtém dados através de entrevistas feitas com curandeiros, benzedeiros,
xamas, ou pessoas que fazem uso de produtos naturais medicinais, coleta dados da
literatura sobre a medicina popular e pode proporcionar pistas valiosas sobre as
propriedades farmacolégicas anti-inflamatérias das espécies. A descoberta de varios
medicamentos disponiveis atualmente, muitas vezes ocorreu atraves de estudos

iniciados pelas abordagem etnofarmacolégica®>°.

1.8 DILLENIA INDICA: BOTANICA E POTENCIAL MEDICINAL

Foi inicialmente a partir de uma abordagem etnofarmacoldgica que D.indica
foi selecionada para estudo. D.indica, apresentada por meio de fotos na Figura 1, é
uma espécie vegetal pertencente a familia Dilleniaceae. E uma arvore perene nativa
das florestas tropicais da Asia, que cresce abundantemente no centro e sul da india
até a China e Austrélia, Indonésia, Sri Lanka, Malasia, Tailandia e Vietna®'*%!, Muito
conhecida na Asia tropical, sua arvore tem porte médio a alto, com uma copa

abundante e o fruto duro e grande, de cerca de quatro centimetros de diametro”"*"®.



24

Trazida para o Brasil, adaptou-se bem, notavelmente em areas mais préximas a
15,16,83

costa litoranea, alcangcando até o sul do pais

Figura 1- Dillenia indica Linn (Dileniaceae).

Aspectos ecoldgicos e culturais distinguem as rela¢des naturais estabelecidas
entre esta planta e as pessoas na Asia, onde D. indica € nativa e no Brasil, onde ela
foi introduzida mais tarde. Na Asia, os elefantes alimentam-se do fruto de D. indica e
agem como disseminadores das sementes. Todavia, os frutos caidos também
disseminam as sementes através dos corregos, pois sao flutuantes. Um dos nomes
comuns da planta nos paises de lingua inglesa é “elephant-apple”, ou maga de
elefante. No Brasil, a depender da regido, a espécie € reconhecida por nomes como
maca-de-elefante, arvore de (a) pataca, fruta-cofre ou fruta-do-dinheiro, dilénia, entre
outros™%#_ Acredita-se que estes nomes devem-se a arvore ter sido trazida para o
Brasil por ordem de D. Jodo VI, tornando-se costume entre as pessoas encaixar
moedas sob as calotas dos frutos por diversdo®™™’. Um estudo etnofarmacoldgico
anterior indicou que na regido sul do estado de Santa Catarina, as pessoas

= ”

reconhecem esta planta pelo nome “coco-de-Adao” (dados nao publicados).

Ainda na Asia, a importancia desta planta vai além das questdes ornamentais
e do sombreamento que proporciona. A madeira, moderadamente dura e pesada,
tem alto valor calorifico, sendo utilizada como lenha; podendo também ser utilizada
na construcao civil, na forma de pranchas e vigas com durabilidade moderada, além

de serem usados para fabricacdo de utensilios manuais, barcos, remos, postes de
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telégrafos, entre outros. As partes aéreas sao utilizadas com propésitos medicinais e
os frutos e sépatalas azedos sdo usados na culinaria®®®.

No campo da medicina popular, existem relatos sobre o uso de D. indica em
sistemas de medicina tribais e indigenas, principalmente na india. As pessoas
alegam a utilidade das folhas, casca do tronco e fruto, que sdo preparados e
administrados por via oral ou tdpica, para tratar dores abdominais ou nas
articulacbes, tosse, diarreia, febre, tumores, diabetes, como tonificante do sistema
nervoso que alivia o cansaco. As folhas e a casca do tronco sdo utilizadas como
laxativos e adstringentes”*?#848¢ De fato, estudos fitoquimicos ja revelaram que
diferentes partes de D. indica contém muitos metabdlitos primarios e secundarios,
notavelmente triterpenoides, tais como o acido betulinico e flavonoides, além de

121987 yashwante e

taninos e varios outros constituintes menos abundantes
colaboradores’ ja denotaram que, no geral, a maioria dos usos tradicionais de D.
indica estdo associados a propésitos anti-inflamatorios. Aparentemente, as
alegacdes populares no Brasil sdo corroborativas, particularmente no que se refere
as questbes ornamentais e a utlizacdo do fruto com propdsitos anti-
inflamatorios®2°.

D. indica tem sido investigada cientificamente. Os estudos tém demonstrado
uma variedade de efeitos farmacoldgicos, tais como efeitos antimicrobianos, anti-
diabético, efeitos hipolipidémicos, antidiarreicos e anti -inflamatérios para os extratos
feitos a partir de folhas’®'%2%  Atividades antinoceptiva e antioxidante foram
demonstradas para o extrato metandlico da casca de D. indica'. AcBes
antileucémica, antidiarreicas e anti-inflamatérias foram demonstradas para extratos

do fruto de D. indica'®®"%,

1.9 DILLENIA INDICA PODE SER FONTE DE UM NOVO MEDICAMENTO ANTI-
INFLAMATORIO E CICATRIZANTE

Visando o desenvolvimento de um fitoterapico inovador para o tratamento de
lesbes dermatologicas cronicas e psoriase, uma pesquisa sobre o potencial anti-
inflamatorio e cicatrizante de D. indica foi iniciada na UNISUL a partir do ano de
2013. O gatilho para iniciar este trabalho foi as informagBes da medicina popular

13,87,90,91

somadas as informagfes cientificas . Foram testados diferentes extratos
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(hidroetandlico, acetato de etila e éter de petréleo) para o tratamento de lesbes
cutaneas induzidas com radiacao ultravioleta por intermédio do modelo cientifico de
Perry de inducdo de feridas psoriasiformes na cauda de camundongos**®. Na
procura por pistas sobre 0s principios ativos, avaliou-se a constituicao fitoquimica do
material vegetal e dos extratos, junto a informagfes da literatura e também através
de ensaios para caracterizacdo quimica e padronizacdo de extratos*®. Na maioria
dos casos, os estudos realizados anteriormente ndo haviam utilizado substancias
isoladas, tdo pouco extratos padronizados, tornando dificil uma inferéncia sobre o
papel de qualquer um dos constituintes de D. indica. Em um trabalho desenvolvido
por Kumar e colaboradores®’, os pesquisadores haviam demonstrado uma atividade
antileucémica para o extrato metandlico do fruto de D. indica. Os pesquisadores
relatavam um alto contetddo de acido betulinico no extrato testado (cerca de 10%).
Kumar e colaboradores relataram que o &cido betulinico estava muito possivelmente
entre 0s reais principios ativos encontrados no extrato. Por estes motivos, 0s
pesquisadores da UNISUL, ao fazer os estudos fotoquimicos, realizarem testes
gualitativos que demonstraram um consideravel conteudo de flavonoides nos
extratos e também padronizaram seus extratos em termos de acido betulinico,
demonstrando um contetdo de 4,6 mg/g no extrato hidroetanélico e, um contetudo
bastante superior (107,6 mg/g) no extrato acetato de etila, sendo ambos os extratos
obtidos de frutos*%°,

No estudo realizado por Kviecinski e colaboradores®, foram induzidas feridas
na cauda de ratos que foram tratados topicamente a cada 24 h por sete dias. Os
animais foram alocados em seis grupos: O grupo controle negativo foi tratado
somente com excipiente (1 mL de agua-etanol), o grupo controle positivo foi tratado
com dipropionato de clobetasol (0,5 mg/mL). Existiram quatro grupos-teste que
foram tratados com extratos hidroetandlico e acetato de etila em doses de 5 ou 50
mg/mL, respectivamente. A maxima dose utilizada foi definida levando em
consideracao a solubilidade dos extratos no excipiente. ApGs o tratamento, a metade
de cada grupo foi eutanasiada para avaliacdo de biomarcadores histolégicos e de
danos oxidativos, ao passo que 0s animais remanescentes foram mantidos para
determinar o tempo para cicatrizacao e avaliar a remisséo das feridas. Os resultados
desta pesquisa demonstraram que o acido betulinico pode estar entre os principios

ativos responsaveis pelos efeitos cicatrizantes, pois foi justamente o extrato acetato
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de etila rico em &cido betulinico administrado na dose de 50 mg/mL que causou 0s
efeitos cicatrizantes mais potentes. Os autores concluiram afirmando que valeria a
pena investir em mais estudos com o objetivo de desenvolver um medicamento
inovador obtido a partir de substancias encontradas no fruto de D. indica para o
tratamento de feridas cronicas e psoriaticas. Estes dados foram compilados em um

artigo publicado na revista Pharmaceutical Biology, EditoraTaylor& Francis Online®*,
1.10 O USO DE FITOTERAPICOS PRECISA SER SEGURO

Para que uma alternativa fitoterapica seja considerada para ser testada e
administrada em humanos, além da comprovacdo da eficacia, imple-se a
necessidade de garantir a seguranca da administracéo, ou seja, um baixo potencial
de toxidade®’.Os estudos toxicoldgicos fazem parte das exigéncias da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria do Brasil (ANVISA) para a permissao de fabricacéo
e comercializacéo de fitoterapicos®®.0s estudos pré-clinicos de toxicidade tém por
objetivo identificar efeitos toxicos potenciais para os seres humanos e definir
detalhadamente seus mecanismos, prevenindo as limitacbes mais relevantes que
precisardo ser monitoradas nos estudos clinicos®’. Autores como Valente e
colaboradores®, sugerem que toda substancia pode ser considerada um agente
toxico, dependendo das condi¢cbes de exposicdo, dose administrada ou absorvida,
tempo e frequéncia de exposicéo e vias de administracdo®*

Para todo novo medicamento a ser desenvolvido, devem ser realizados testes
preliminares, que em um determinado ponto, no geral, incluem animais de diferentes
espécies para determinar a eficacia, seguranca e toxicidade. Esses testes sdo
geralmente realizados em camundongos, ratos e coelhos e proporcionam
informagdes que servirdo de base para pesquisa em seres humanos, pois permitem
uma avaliacdo quanto a dose eficaz, a dose tdxica e a dose letal, sendo que alguns
desses achados experimentais reproduzem com relevante identidade as
caracteristicas farmacoldgicas, fisiopatoldégicas ou comportamentais do que
acontece na area clinica em humanos®.

Os estudos realizados com extratos obtidos de D. indica relataram que os

constituintes principais frequentemente considerados majoritarios no vegetal séo
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triterpenos, tais como o &cido betulinico e flavonoides gue serdo discutidos em

maiores detalhes a seguir.

1.11 FLAVONOIDES: EFICACIA E SEGURANCA

Os flavonoides sé&o polifenois de baixo peso molecular e amplamente
distribuidos nas plantas, nas quais desempenham papeis fundamentais durante a
fotossintese® . Sdo metabdlitos secundarios e as substancias estruturalmente
relacionadas que representam os flavonoides apresentam um esqueleto cromano
que possui substituinte fenila na posicao do carbono 2 e 3. A caracteristica estrutural
basica dos flavonoides € o nucleo 2-fenil-benzo-y-pirano constituido de dois anéis
benzénicos ligados através de um anel heterociclico pirano (Figura 2A)%°.

Nas plantas, flavonoides tais como as antocianinas funcionam como
pigmentos presentes nas flores e providenciam cor, contribuindo com a polinizagéo.
Flavonoides presentes nas folhas promovem sobrevivéncia fisiologica por
protegerem o0s vegetais contra infeccbes fangicas e das radiacbes UV. Existem
flavonoides envolvidos em fotossensibilizacdo por transferéncia de energia,
respiracdo, controle da fotossintese, morfogénese e determinacdo do sexo®. Ja
foram evidenciadas acdes farmacoldgicas dos flavonoides, tais como atividades

100 101

antioxidantes , na prevencdo e tratamento de Ulceras gastricas

102108303 prevencdo e tratamento do cancer’®'®  doencas

101,105

, acoes
antitromboticas
cardiovasculares , atividade antimicrobiana®, hepatoprotetora'®, prevencéo e
tratamento do diabetes'®*1%"1%_Ainda existem estudos demonstrando um papel dos
flavonoides sobre a memdria e a depressao, entre outros®199111,

Outros estudos tém demonstrado que os flavonoides séo responsaveis por
efeitos anti-inflamatérios através de diferentes modelos experimentais**?**3. De fato,
um estudo anterior ja demonstrou que o extrato metandlico rico em flavonoides e
triterpenos das folhas de D. indica foi responsavel por efeitos anti-inflamatorios
avaliados por meio do modelo de edema de pata induzido pela carragenina®?.

Normalmente, os flavonoides s&o consumidos em grandes quantidades na

dieta'**

, 0 que indica uma relativa seguranca para sua administracao. A partir dai,
acredita-se que eles sejam atéxicos®*'°. No entanto, essa familia de compostos

possui uma gama diversificada de atividades em células de mamiferos. In vivo, a
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confirmacdo dos seus efeitos secundérios seria necessaria para uma avaliagdo
completa da sua utilidade pratica no campo da medicina moderna. Tendo em conta
que a seletividade dos flavonoides para enzimas eucaridticas parece variar de
composto para composto, um estudo sobre a avaliagdo da sua toxicidade precisa ser
feito com estes fitoquimicos numa base individual®. Alguns flavonoides foram
considerados toxicos sobre algumas linhagens de células tumorais, mas sdo menos
toxicos para as células normais'®®. Devido & baixa solubilidade das agliconas dos
flavonoides na agua, o curto tempo de permanéncia dos flavonoides no intestino e o
baixo coeficiente de absor¢do, seria pouco provavel para humanos sofrer os efeitos
toxicos agudos do consumo de flavonoides, com a excecdo de uma ocorréncia rara
de alergia. A margem de seguranca em relacdo a utilizacdo terapéutica dos
flavonoides em seres humanos, por conseguinte, € muito grande e provavelmente

ndo ultrapassada por qualquer uma destas substancias de uso corrente®®,

A. B. CH,

-y

Substituintes mais comuns:

R4=H
R5 = OH
R6 =H

Figura 2. Nucleo 2-fenil-benzo-y-pirano, caracteristica basica dos flavonoides (A).
Estrutura quimica do acido betulinico (B).
Fonte: Agrawal*'®; Cho &Gottieb, 2001

1.12 ACIDO BETULINICO: EFICACIA E SEGURANGA
O acido betulinico representa uma molécula triterpenoide pentaciclica do tipo

lupano (Figura 2B).Ele é abundante no reino vegetal. Em principio, tem sido isolado

de uma série de espécies, incluindo Zizyphus joazeiro™®, Syzigium clariflorum**®,
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A molécula do acido betulinico tem sido testada para uma série de finalidades
que podem ser agrupadas em: a. atividades anti-inflamatorias e citoprotetoras e, b.
efeitos citotdxicos para bactérias, protozoarios, helmintos, fungos e células tumorais,
valendo destacar seu potencial antiviral e antitumoral®>*2%12%,

Primeiro relatando os estudos de atividade anti-inflamatéria e citoprotetora,
um estudo prévio in vivo testou o acido betulinico como um composto alternativo
para modular a toxicidade induzida pela N-nitrosodimetilamina, presente nos
alimentos e agua contaminada. Os resultados mostraram que o pré-tratamento de
ratos com 4cido betulinico protegeu contra alteragfes induzidas pela N-
nitrosodimetilamina, sugerindo um efeito protetor através de atividades antioxidantes
e antiapoptéticas'?. Acésio e colaboradores procuraram avaliar o efeito modulador
do acido betulinico em cultura de células, contra genotoxidade induzida por
diferentes agentes mutagénicos. Ao final do estudo, os autores concluiram que o
acido betulinico teve efeito antigenotéxico dependente do tipo de substancia
mutagénica e concentracéo’?.

No estudo anterior de Jin e colaboradores’®, os autores procuraram
esclarecer o mecanismo do &cido betulinico sobre a sintetase do 6xido nitrico
endotelial (eNOS), principal enzima reguladora do endotélio vascular. Este estudo
examinou efeitos sobre vias intracelulares subjacentes a atividade da eNOS e a
producdo de Oxido nitrico em células endoteliais em cultura. Os resultados
indicaram que &cido betulinico ativa a fosforilacdo de eNOS e a sintese de 6xido
nitrico através da vias Ca”’/ CaMKIl e Ca*/CaMKK/ AMPK. Esses achados
fornecem informacgdes sobre efeitos antiaterosclerose.

Em um estudo desenvolvido por Yi e colaboradores % 0s autores procuraram
investigar os mecanismos de imunomodulacdo estimulados pelo acido betulinico
contra o estresse oxidativo e imunossupressdo causados pela dexametasona em
timocitos de camundongos. Os resultados indicaram uma capacidade protetora do
acido betulinico contra morte celular induzida pela dexametasona, causando
diminuicdo de espécies reativas de oxigénio nos timocitos, com diminuicdo da
peroxidacao lipidica e regulacédo de enzimas antioxidantes, da fun¢cao mitocondrial e
de enzimas relacionadas a apoptose, da familia Bcl-2.

Outro estudo anterior avaliou o efeito antiulcerativo do extrato hidroalcodlico

de Davilla rugosa (Dilleniacea) em ratos. Este estudo demonstrou que o extrato
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apresentou quatro substancias, todas com atividades bioldégicas comprovadas, tanto
efeito protetor contra o desenvolvimento de Ulceras gastricas, assim como efeito
estimulante da atividade motora, sendo destacado o efeito do &cido betulinico
encontrado em quantidade consideravel no extrato seco (0,4%)%°%".

Os efeitos anti-inflamatorios do &cido betulinico tém sido extensivamente
estudados. Em um estudo anterior, Wang e colaboradores®® procuraram explorar os
possiveis efeitos do acido betulinico sobre a nefropatia diabética, utilizando rins de
ratos com diabetes induzida pela estreptozotocina e células mesangiais
glomerulares com alto teor de glicose. Os autores concluiram que o &cido betulinico
inibiu a ativacdo de NF-kB, prevenindo assim a fibrose renal diabética'®. Outro
estudo do mesmo ano é corroborativo fornecendo informacfes importantes sobre o
mecanismo anti-inflamatério do acido betulinico. Kim e colaboradores'® avaliaram
os efeitos anti-flamatdérios de um extrato obtido das folhas de Diospyros kaki Thunb,
rica em &cido betulinico. Os resultados deste estudo mostraram que o acido
betulinico induziu translocacao do fator nuclear Nrf2, assim inibindo a ativacdo do
NF-kB e a producdo de mediadores pro-infamatérios em macrofagos RAW 264.7
estimulados por lipopolissacarideo™®®.

Em outro estudo anterior, compostos ativos foram isolados da espécie
Alphitonia petriei (Rhamnaceae), nominalmente o acido emdlico, alfitélico e acido
betulinico. Os autores relataram que, com exce¢do do acido emdlico, os demais
acidos testados exibiram potente atividade anti-inflamatéria, porém também
demonstraram alguma citotoxicidade sobre macréfagos RAW 264.7 estimulados por
lipopolissacarideo™®.

Se por um lado, varios estudos apontam para um potencial anti-inflamatério e
citoprotetor do &cido betulinico, outros estudos indicam mais uma atividade
citotdxica, o que indica que existem diferencas de sensibilidade entre as células e
receptores nos tecidos. Certamente a dose € outro fator que tem influéncia e que
pode explicar as divergéncias. Foi demonstrado que o acido apresenta citotoxicidade
para algumas linhagens de células tumorais e que este efeito parece ser seletivo,

131 O efeito de acido betulinico sobre

sendo minimo para as células normais
linhagens celulares de melanoma foi mais forte do que o seu efeito inibidor do
crescimento em melandcitos normais em cultura primaria*!. Um estudo de uma

combinacdo de acido com betulinico com irradiacdo gama mostrou efeitos
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claramente aditivos e indicou que eles diferem em seus modos de acdo '*. A
esterificacdo no carbono 3 do acido betulinico conduziu a descoberta do Bevirimat
(PA - 457), um potente e inovador inibidor da maturacdo do virus da
imunodeficiéncia humana (HIV — 1) que foi patenteado pela Rhone-Poulenc (agora
Sanofi- Aventis). O desenvolvimento clinico, no entanto, foi interrompido devido as
fracas propriedades farmacodindmicas da droga candidata triterpenoide como
antiviral 1.

Alguns estudos importantes sobre a atividade antitumoral do acido betulinico
foram publicados recentemente. Luo e colaboradores™*, em um artigo de revis&o,
relataram que o acido betulinico induziu apoptose por via mitocondrial e efeito
antiangiogénico, inibindo a expressdo de NF-kB e fator de crescimento endotélio-
vascular (VEGF) em células de cancér de mama. Os autores ainda relataram um
potencial antimetastatico, uma vez que o 4&cido inibiu a expressdao de
metaloproteases de matriz ***.Outra reviséo de Zhang e colaboradores foi publicada
no mesmo ano, corroborando o estudo Luo e colaboradores®®,

Outro estudo de atividade antitumoral que vale ser citado foi desenvolvido por
Das e colaboradores®®, no qual os autores examinaram a eficacia do &cido
betulinico e sua forma nanoencapsulada em Poli (acido latico-co-glicélico) (PLGA).
Os autores demonstraram que a forma nanoencapsulada induziu citotoxidade
superior para células A549 de cancer de pulmdo, no entanto a citotoxicidade foi
desconsideravel em células L6 normais **°.

O éacido betulinico isolado da arvore de jujuba (Zizyphus jujuba Mill),
conhecida por uma ampla gama de propriedades biol6gicas e medicinais, tais como
efeito antibacteriano, antipaltdico, anti-inflamatério, anti-helmintico, antinociceptivo e
anticancerigeno, foi investigado pela atividade antiviral utilizando uma linhagem
celular epitelial de adenocarcinoma de pulmdo humano A549 e murinos C57BL/6
infectados com virus A/PR — 8. O acido betulinico mostrou uma atividade anti-
influenza em uma concentracdo de 50 uM, sem causar citotoxicidade significativa
sobre as células A549 infectadas. Além disto, o &cido betulinico atenuou
significativamente a patologia pulmonar, incluindo aumento da necrose, niumero de
células inflamatorias e edema pulmonar induzido pela infecgdo pelo virus, sendo

comparado seus efeitos com o farmaco oseltamivir in vivo'®’.
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Um estudo etnofarmacologico realizado com comunidades quilombolas de
Oriximina, no estado do Para, destacaram o valor da planta saracumird,
Ampelozizyphus amazonicus Ducke, rica em acido betulinico com vasto uso popular
na prevencao e tratamento da malaria, como tonificante e depurativa'®. Os autores
postularam que seria possivel supor que as indicagfes de uso desta planta pelos
quilombolas como fortificante e contra malaria poderiam estar relacionadas a uma
possivel atividade adaptdogena e imunoestimulante, dada a presenca das saponinas
e do acido betulinico. Tem sido demonstrado um excelente efeito imunoestimulante
para espécies da familia Rhamnaceae, por exemplo, para Zyziphus mauritiana Lam.,
tendo sido seus extratos ativos padronizados em &cido betulinico. Estes extratos
causaram aumento da funcdo de imunécitos em camundongos™°.

Recentemente, um estudo investigou a atividade anti- Trypanosoma cruzi do
acido betulinico e alguns derivados semi-sintéticos, O estudo demonstrou que o
acido induz o parasita a morte por necrose e que a associacdo de acido betulinico
com o farmaco benznidazol revelou efeitos sinérgicos sobre as formas
tripomastigotas e amastigotas de T. cruzit*’. Também, uma atividade anti-
Trichomonas vaginalis foi demonstrada para o acido betulinico e alguns derivados
em estudos in vitro. Os autores concluiram que obtiveram dados suficientes para

demonstrar o potencial antitricomonas deste &cido®*.

1.13 EFEITOS DOS FARMACOS SOB RADIACAO LUMINOSA

Outro aspecto valido de ser considerado durante uma avaliagdo da seguranca
de um tratamento contendo algum farmaco inovador, particularmente se for para uso
tépico, diz respeito a fotoestabilidade e a fotosseguranca. Muitos farmacos sob
exposicdo a luz estdo sujeitos a fotodecomposicédo, podem sofrer fotoativacdo ou
causar fotossensibilidade, podendo causar uma reacéo fototoxica ou fotoalérgica**
144.

A luz pode ter efeitos sobre o principio ativo ou outros componentes de uma
formulacdo, bem como no produto final ou na embalagem. A Farmacopeia Europeia
prescreve protecdo contra a luz para um namero de medicamentos e excipientes.
Novos compostos vém sendo gradativamente adicionados a lista de drogas

fotolabeis. Embora muitos farmacos estejam sujeitos a uma reatividade frente a
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exposicdo a luz, as consequéncias praticas podem ndo ser necessariamente as
mesmas para todos estes compostos. Por exemplo, algumas drogas irdo decompor-
se em apenas uma pequena fracdo ap0s a exposi¢cao por varias semanas, enquanto
outras substancias, como derivados do farmaco nifedipina tém uma meia-vida
fotoquimica de apenas alguns minutos. Nestes exemplos, em todos os casos, é fato
que os farmacos sdo sensiveis a luz, mas as mesmas precaucdes ndo serao
necessarias no manuseio desses produtos. De qualquer maneira, os farmacos
sensiveis a luz podem causar problemas, seja na formulacdo ou durante a
administracdo. Por isto, deve ser estabelecido numa fase inicial de desenvolvimento,
se o composto sendo testado é suscetivel a fotorreatividade. Nesta avaliacao, €
possivel considerar varias abordagens. Por isto, existe uma necessidade de
compreensao da natureza e extensdo da fotorreatividade. As condi¢cdes que 0s
produtos serdo apresentados no uso irdo variar claramente como resultado do tipo
de produto, a protecdo da embalagem, o modo de administracéo e das condi¢des do
local da clinica ou na farméacia®***4°,

Um farmaco que exibe reatividade fotoquimica pode dar origem a efeitos
adversos de fotossensibilidade em pacientes apds a administracao. Inclusive, sabe-
se que a luz solar penetra na pele em profundidade suficiente para atingir moléculas
de farmaco que circulam nos capilares de superficie. Ela pode também reagir com
0S compostos acumulados, por exemplo, nos olhos ou na pele. A luz solar pode
induzir interacdes entre a molécula do farmaco e substratos enddgenos, converter o
farmaco num produto de decomposi¢ao téxico ou induzir a formacao de espécies de
oxigénio reativas, que s&o toxicas para os tecidos humanos**>*%_.

Neste contexto, deve ser mencionado que uma combinacdo de drogas e de
luz também pode ser benéfica, tais como no tratamento de vitiligo, da psoriase ou
cancer e no desenvolvimento de sistemas especificos de liberacédo de farmacos. Por
isto, as informacdes basicas sobre a fotorreatividade de farmacos em potencial sdo
necessarias para proporcionar informagfes para o manuseamento, embalagem,
rotulagem e utilizagéo do farmaco ou do produto derivado®*>4¢,

A fotossensibilidade € uma reacdo incomum de sensibilidade extrema,
normalmente aparecendo sobre a pele quando exposta a luz do sol ou fontes
luminosas artificiais, induzidas por substancias quimicas. A fotossensibilidade pode

representar uma limitagdo para o uso ou até uma contra-indicagéo, quando aparece



35

no contexto de um efeito adverso de algum farmaco. Uma extensa lista de farmacos
sistémicos que com certa frequéncia causam reacOes de fotossensibilidade inclui
farmacos, tais como o acido nalidixico, amiodarona, azapropazona, clorpromazina,
piroxicam, protriptilina, psoralenos, retindides especialmente a isotretinoina,
sulfonamidas principalmente o0 cotrimoxazol, tetraciclinas especialmente a
dimetilclortetraciclina e tiazidas. Estas rea¢des podem se instalar em menos de 30
minutos ou mais, e podem deixar marcas e lesdes nas areas expostas. A
fotossensibilidade, neste caso, pode ser do tipo fototoxica ou fotoalérgica, sendo a
primeira resultante da liberacdo de energia pelos agentes fotossensibilizantes que
causam danos em longo prazo na pele. O segundo caso, mais raro, ocorre quando
uma substancia quimica induzida pelos raios ultra violeta (UV) alteram moléculas da
pele, transformando-as em novas moléculas. Isto provoca uma resposta imunologica
que ataca essas novas moléculas. A fotossensibilidade alérgica demora mais tempo
para poder ser observada, pois precisa de um contato prévio com a substancia para
gue ocorra a sensibilizacdo. As reacdes costumam aparecer entre um e trés dias
apos o contato e ndo se limitam ao local atingido, podendo espalhar-se para o resto
do corpo™" 148,

Por outro lado, as propriedades fotossensibilizantes de algum farmaco podem
ser empregadas de forma benéfica para fotoquimioterapia de determinados tipos de
lesbes dermatoldgicas (terapia fotodinAmica ou TFD). Este tipo de terapia faz parte
do tratamento clinico de pessoas que sofrem com algum tipo de cancer e certos
tipos particulares de dermatoses de evolucdo crbnica, tais como: psoriase, o vitiligo,
o linfoma cutaneo, a parapsoriase, 0os eczemas, entre outras, trazendo resultados
muito satisfatérios. Nesta terapia, emprega-se uma combinacdo de luz, oxigénio e
um fotossensibilizador, este uGltimo caracterizado como moléculas capazes de reagir
com a luz gerando espécies reativas de oxigénio **°. A associacdo de luz e
substancias quimicas para tratar doencas da pele € amplamente praticada na
dermatologia®®***. A TFD deve ser considerada, em particular, para pacientes que
apresentam lesdes superficiais mudltiplas, disseminadas e para pacientes
imunossuprimidos. Ela tem sido uma opcdo segura para o tratamento de acne
vulgar, psoriase, verrugas virais, esclerodermia localizada, fotoenvelhecimento,
leishmaniose, entre outras™®. E um tratamento de baixo custo, com poucos efeitos

colaterais e ndo normalmente ndo possui efeitos sistémicos. Nenhum efeito
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mutagénico sobre as células sadias tem sido reportado até o momento, o que amplia
a seguranca de aplicagdo dessa modalidade terapéutica, permitindo ainda repeticao
do tratamento no caso de recorréncia ou mesmo de grandes lesdes™®.

Os efeitos da fototerapia estdo baseados nas acfes da radiacdo UV que
podem causar imunossupressédo local, reducdo da hiperproliferagcdo epidérmica e
apoptose de linfocitos T. Além disso, a fototerapia pode ser utilizada associada a
varios outros medicamentos sistémicos, como o0s retindides, o metotrexato, a
ciclosporina, visando a obtencdo de rapido controle das dermatoses com doses
menores de medicamentos, onde o mecanismo de acdo se d& através da atividade
antiproliferativa, anti-inflamatéria e imunossupressora®®.

Uma das modalidades mais utilizadas de TFD é aquela feita com associacéo
de farmacos psoralenos e radiacdo UVA (PUVA). O tratamento com PUVA é
realizado através da associacdo de psoralenos e irradiacdo de UVA originéria de
lampadas que emitem comprimentos de ondas entre 320 a 400 nm. Psoralenos é o
termo usado genericamente para se descrever compostos chamados
furocumarinicos, encontrados em plantas ou fabricados sinteticamente®*°*°2153 s30
substancias que, quando estimuladas pela UV, ligam-se as bases pirimidinicas do
DNA celular, iniciando reacdes fotoquimicas na pele. Os psoralenos mais utilizados

152138 A modalidade varia entre a

sdo: metoxipsoraleno e o trimetilpsoraleno
abordagem de PUVA tdpico local a sistémico. A PUVA sistémica é uma modalidade
terapéutica efetiva para o tratamento da psoriase. E indicada em casos de
acometimento extenso da dermatose, em individuos com lesGes espessas. Neste
caso, 0 paciente € submetido a administracdo de psoralenos de alcance sistémico e
a dose inicial de UVA normalmente € baseada na cor da pele do paciente.
Geralmente, inicia-se com 0,5 a 1 J/cm?. O eritema pds PUVA ocorre 48 a 72 horas
apos a sessao e, por isso, o intervalo entre as sessdes € de 48 horas no minimo. O
tratamento pode ser realizado duas a trés vezes por semana'®®'*3™* A
fotoquimioterapia topica local (PUVA tépico) é indicada em quadros localizados,
como a regido palmoplantar e o couro cabeludo. O PUVA toépico é realizado
normalmente com a associacao do trisoraleno com a luz UVA, aplicado na pele meia
hora antes da realizacdo da fototerapia. A dose varia de 0,1%, em locais onde a pele
€ mais fina, até 1%, como nas regides plantares, sendo manipulado em locbes

cremosas ou alcodlicas. A dose inicial da UVA é de 0,12 a 0,5 J/lcm?, até que se
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aumente 0,12-0,25 J a cada sessao, consoante a intensidade do eritema e o local de
aplicacdo. Outras modalidades de TFD tém sido desenvolvidas, tais como a PUVA
imersdo ou "bath PUVA", outras abordagens idealizadas para os casos em que ha
indicacdo de PUVA sistémico, com o intuito de diminuir a dose de exposicdo a
radiacdo UVA. Estas abordagens séo particularmente Uteis para os pacientes que
tomam outras medicacbes sistémicas, ou que apresentem intolerancia aos

psoralenos de uso sistémico™H 52154155,
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar em fase pré-clinica a toxicidade sistémica do extrato acetato de etila
do fruto de D. indica padronizado em acido betulinico e administrado topicamente

em camundongos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar se o tratamento experimental induz mortalidade em camundongos.

¢ Identificar efeitos adversos ocorrendo sobre o comportamento dos animais.

e Reconhecer alteragbes nutricionais e gastrointestinais associadas ao
tratamento experimental.

e Avaliar alteragbes causadas sobre os oOrgdos dos animais submetidos ao

tratamento experimental,
¢ Investigar possiveis alteracdes hematolbgicas e sérico-bioquimicas.

e Avaliar o efeito do tratamento associado a radiacdo ultravioleta.
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3. METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO

Estudo experimental de fase pré-clinica®.

3.2 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

Para o desenvolvimento deste estudo foram utilizados os seguintes materiais

e equipamentos:

Acido acético (Vetec®, EUA)

Acido etilenodiaminotetracético EDTA (Sigma-Aldrich, EUA)
Agitador magnético, vortexador e centrifuga baby (Quimis®, Brasil)
Arena open Field (Insight, Brasil)

Balanca analitica (Shimadzu AUY 220, Jap&o)

Banho Maria (Fanem, Brasil)

Céamara de Neubauer (Kasvi, Brasil)

Céamara termografica (FLIR, EUA)

Cetamina (Syntec, Brasil)

Centrifuga de microtubos (Eppendorf, Alemanha)

Citrato trissodico (Sigma-Aldrich, EUA)

Leitor de microplacas por espectrofotometria (Quimis®, Brasil)
Etanol (Vetec®, EUA)

Software Graph Pad Prism® (EUA)

Grip force (Columbus Instruments, EUA)

Kit de glicose Ref 137(Labtest, Brasil)

Kit de triglicerideos Ref 87 (Labtest, Brasil)

Kit de colesterol Ref 76 (Labtest, Brasil)

Kit de uréia Ref 104 (Labtest, Brasil)

Kit de aminotransferase pirtvica (ALT) Ref-53 e oxalacética (AST) Ref 52
(Labtest, Brasil)

Kit de dosagem de proteinas séricas totais Ref 99 (Labtest, Brasil)
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- Kit de colorag&o Pandtico (Laborclin, Brasil)

- Lampadas UV 100 Watts (Philips, Brasil)

- Microscopio com limites do campo de visao entre 4 e 100 vezes (Olympus,
Japao)

- Microsoft Excel (Washington, EUA)

- Microtubos (Axygen, EUA)

- Proveta graduada, capilares de vidro e laminas de vidro (Dist, Brasil)

- Salina (ADV®, Brasil)

- Violeta genciana (ADV®, Brasil)

- Xilazina (Syntec, Brasil)

3.2.1 Planta e extrato

Os extratos utilizados neste estudo haviam sido preparados e padronizados
anteriormente por membros do Tecfarma. A metodologia descrita abaixo tem,
portanto, finalidade informativa, uma vez que os dados resultantes destes
procedimentos fitoquimicos ja foram publicados™. Para preparar o extrato acetato de
etila do fruto de D. indica, amostras da planta foram coletadas nos jardins da
UNISUL campus Tubardo, SC, Brasil. A autenticidade da planta foi avaliada por
comparacdo junto a uma exsicata depositada no Herbario Laelia purpurata na
mesma instituicdo (SRS5103). Foram utilizados os frutos colhidos maduros e em
bom estado, entre agosto e outubro de 2015. Este estudo foi realizado respeitando
todas as normas que concernem & biodiversidade biolégica®®.

As frutas frescas foram limpas e moidas. O material vegetal foi submetido a
maceracao exaustiva sob agitacdo por 3 dias, repetida 3 vezes, em acetato de etila
de grau analitico para andlise (P.A.) da Marca Vetec® Quimica Fina (Saint Louis,
Estados Unidos - EUA) na proporgéao 1 peso da planta para 2 volumes de acetato de
etila (1:2 peso/volume). Apdés a extracdo, o solvente foi eliminado sob pressdo
reduzida para obtencdo de um extrato seco, cujo rendimento foi calculado em

157 0 extrato foi

percentual considerando a massa do material de partida
padronizado em termos de acido betulinico, sendo o contetdo de acido betulinico no

extrato medido por cromatografia liquida de alta eficiéncia®’.



41

3.3 ANIMAIS

Foi utilizada uma espécie de roedores, sendo eles camundongos da espécie
Mus muscullus da linhagem Balb-c procedentes do biotério setorial do Laboratério de
Bioquimica Experimental da Universidade Federal de Santa Catarina (LABIOEX). Os
animais foram adultos jovens, com idade de aproximadamente 60 dias e pesando
cerca de 20 gramas. Eles foram mantidos no biotério do Laboratério de
Neurociéncias Experimental (LANEX) da UNISUL, campus Pedra Branca, Palhocga,
SC em condi¢des controladas (ciclo claro e escuro de 12 horas, temperatura entre
22 £ 2°C, com aproximadamente 60% de umidade relativa do ar, recebendo ragéo
laboratorial e agua ad libitum). Ao final do estudo, foi induzida a morte indolor
assistida, conforme preconizado pelas diretrizes da pratica de eutanasia do

Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA)™®,

3.4 DETERMINACAO DAS DOSES

Para a determinacdo da dose de extrato a ser testada, foram levados em
consideracdo os achados da pesquisa anterior de eficacia ja realizadana Unisul**. A
dose eficaz em ratos foi 50 mg/mL administrada em volume suficiente para cobrir
completamente a cauda do animal (1 mL a cada 24 h). Desta vez, para 0s ensaios
relacionados a seguranca, a toxicidade potencial foi testada a partir da
administracdo de uma dose trés vezes superior. Foi avaliada a seguranca da
administracdo topica do extrato em dose de 150 mg/mL em veiculo em quantidade
suficiente para cobrir totalmente a area da cauda/dorso do camundongo (100 pL
etanol:agua 1:5 v/v). Esta definicdo teve bases em aspectos fisico-quimicos da
formulacdo, pois testes preliminares demonstraram que formulacdes contento
concentracbes superiores a 150 mg/mL ndo foram possiveis de serem bem
preparadas, apresentando problemas de solubilidade, viscosidade e dificuldade de
administragdo topica. A definicdo da dose também considerou premissas da
Resolucdo n.90 de 16 de margo 2004 da ANVISA, que indica que para 0s ensaios
de seguranca de formulacdes de uso topico, as formulacdes sejam preparadas em
concentracdo maxima possivel?®. Derivando, cada camundongo recebeu 15 mg de

extrato a cada 24 h. A dose equivalente em humanos (HED) foi calculada em
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caracter informativo, utilizando a seguinte equacao—" (Eq. 1), onde a constante (K)

de camundongos tem valor 3, ao passo que para o caso de humanos, K= 37. Este

calculo resultou em uma estimativa de dose de cerca de 1,25 mg/kg para humanos.

HED (mg/kg) = dose em animais (mg/kg) x K, do animal/ K, de humanos.......... Eq. 1

3.5 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Esta investigacdo foi composta por dois experimentos principais (1 e 2). Os

parametros avaliados em cada um dos experimentos estdo esquematizados na

Figura 3.
Estudo pré-clinico da toxicidade do extrato acetato de etila do fruto de Dillenia indica
padronizado em acido betulinico e administrado topicamente em camundongos
N = 84 camundongos (54 fémease e 30 machos com cerca de 2 meses de idade)
Experimento 1: Da avaliagdo da toxicidade sistémica Experimento 2: Do potencial fotossensibilizante
- N =60 (30 fémeas e 30 machos) distribuidos em trés grupos. - N=24fémeas.
- Uma dose a cada 24 h (10 dias) aplicada sobre a cauda - Uma dose unica (1 h antes exposi¢do UV) sobre o dorso depilado
N = 20 animais/grupo (fémeas: machos 1:1) N = 6 animais/grupo
Grupo teste: 150 mg/mL (100 pL) extrato de Dillenia indica Grupo teste: 150 mg/mL (100 pL) extrato de Dillenia indica
Grupo controle negativo: 100 pL veiculo (etanol:agua 1:5) Grupo controle negativo: 100 pL veiculo (etanol:agia 1:5)
Grupo controle positivo: 0,5 mg/mL (100 pL) clobetasol Grupo controle positivo: 100 uL metoxipsoraleno 1%
Grupo naive: 100 pL veiculo (etanol:agia 1:5)

3 4

Avaliagdes - Experimento 1 Avaliagbes - Experimento 2
- Mortalidade; - Graduacéo dos eritemas.
Alteragdes comportamentais; - Termografia.

Alteragdes nutricionais e gastrointestinais;
Alteragbes neuromotoras;
Alteragbes nos orgaos dos animais;

Alteragbes hematologicas e sérico-bioquimicas.

Figura 3 — Do desenho do estudo pré-clinico da seguranca do extrato acetato de
etila do fruto de D. indica administrado por via topica em camundongos.

3.6 EXPERIMENTO 1

Para este experimento, os animais foram tratados topicamente sobre a cauda.
Esta foi a mesma regido anatdomica utilizada anteriormente no estudo de eficacia que
avaliou os efeitos cicatrizantes e anti-inflamatérios do extrato'®. Outros estudos
prévios de delineamento semelhante encontrados na literatura também escolheram

a cauda como area para aplicacdo e avaliacdo de efeitos de novos farmacos®®%%%,
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Como esquematizado na Figura 3, este experimentou iniciou com a administragéo
topica dos tratamentos experimentais, respeitando as diferencas de cada grupo
amostral. Neste experimento foram observados e registrados sinais de toxicidade,
incluindo o tempo de aparecimento, progressdo e reversibilidade, sempre que
possivel. O tamanho dos grupos amostrais utilizados nesta etapa foi definido com
base nas prerrogativas da Resolucdo n° 90 de 16/03/2004 da ANVISA®, sendo
levada em consideracdo a utilizacdo de um namero minimo de animais suficientes
para o desenvolvimento do estudo, dispensando-se assim um célculo amostral. De
acordo com a mesma Resolugdo, 0s animais precisavam ser observados
diariamente durante o periodo do tratamento. Cada grupo amostral foi composto por
20 animais, incluindo machos e fémeas (1:1).

O grupo controle positivo foi tratado topicamente utilizando clobetasol, que &
um farmaco anti-inflamatério corticosteroide eficaz e seguro utilizado no tratamento
clinico de psoriase em humanos, cujos efeitos ja foram avaliados em roedores. A
concentracdo de clobetasol utilizada foi de 0.5 mg/mL, que corresponde aquela
concentracdo na qual o farmaco é disponibilizado comercialmente®*®2. O tratamento
do grupo controle negativo foi feito somente com veiculo etanol-agua (1:5) em
volume equivalente de 100 pL.

Durante o periodo de tratamento (10 dias), os animais foram monitorados

diariamente para verificar a ocorréncia de mortalidade®®.

Uma hora apés a
administracdo dos compostos era avaliada a ocorréncia de alteracdes
comportamentais, tais como agressividade e piloerecdo, as alteracdes
gastrointestinais (diarréia, contor¢des abdominais e vOmitos) e a ocorréncia de

convulsdes, sendo os dados registrados em planilhas de Microsoft Excel®®>12%164

3.6.1 Ensaio de campo aberto

Possiveis efeitos sobre o padrdo locomotor dos animais foram avaliados
através do ensaio de campo aberto, do inglés Open Field Test realizado a cada 3
dias, a contar do inicio do experimento 1. Uma hora ap0s a administracdo dos
compostos, cada animal era colocado em um dos cantos da arena, com
aproximadamente 60 centimetros quadrados (cm?), demarcando 16 quadrantes,
circundada por uma parede de 45 cm de altura. Era contabilizado o numero de
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quadrantes que o animal percorria pelo periodo de 5 minutos. Os resultados destas

avaliacbes foram expressos através da média e o desvio padrdo®.

3.6.2 Avaliacédo da forca de preenséo

Alteracdes neuromusculares potenciais foram avaliadas através do teste de
forca de preensdo, do inglés grip force test utilizando metodologia descrita
anteriormente’®®. Este teste também foi realizado a cada 3 dias, a contar do inicio do
experimento 1. Uma hora apds a administracdo dos compostos por via topica, cada
camundongo era posicionado de maneira a agarrar o trapézio do dinamémetro
aferidor com as patas anteriores (Equipamento Grip force). Entdo, o avaliador movia
o animal em direcado retrocaudal até o animal soltar o trapézio. O instrumento era
capaz de registrar a forca maxima de preensao exercida pelo animal em gramas. Os

resultados desta avaliagdo foram expressos através da média e desvio padréo.

3.6.3 Avalia¢fes nutricionais

Potenciais alteracdes nutricionais foram monitoradas pela medida do peso
dos animais, feita por intermédio de balanca analitica. Os animais foram pesados no
inicio (dia zero) e 24 h apdés a administracdo da ultima dose do tratamento
experimental (dia 11). Para acompanhar o consumo de racao e agua, a cada 3 dias,
no momento da manutencdo de ambos, a racdo era pesada em balanca analitica e o

92,121

volume de agua determinado em proveta graduada Os resultados destas

avaliacdes sdo mostrados na Tabela 3 através da média e o desvio padréo.

3.6.4 Coleta e preparacdo do sangue e dos 6rgaos

Para as analises sanguineas, a coleta de sangue foi realizada por via retro-
orbital*®’, tendo os animais sido submetidos a jejum de 6 h'®®. Uma gota de sangue
foi utilizada imediatamente para preparacdo de um esfregaco delgado sobre uma
lamina de vidro*®®*"°. Para obtencdo do soro necessario as anélises bioquimicas,
uma determinada quantidade de sangue era incubada por cerca de 30 min em

banho-maria a 37°C. ApOGs a coagulacdo, o sangue foi centrifugado em tubos



45

conicos por cerca de 10 min (5.000 g)***'’°. Adicionalmente, aliquotas de sangue
total contendo &acido etilenodiamino tetra-acético de sédio (Na EDTA) 1 mg/mL foram
preparadas para as andlises hematolégicas®’}. Na sequéncia, foi realizada a morte
indolor assistida dos animais®®, sendo dissecados os 6rgéos: rins, coracéo, baco, e
figado. Os 6rgdos foram lavados em salina e pesados imediatamente em balanca

analitica®.
3.6.5 Andlises hematologicas

Em termos hematoldgicos, utilizando as amostras de sangue total foram
realizadas as seguintes analises: contagem absoluta de hemacias e leucdcitos,
contagem relativa diferencial de leucdécitos, determinacdo da velocidade de
hemossedimentacdo (VHS), hematdcrito e volume corpuscular médio (VCM)1172 A
contagem absoluta de hemécias e leucécitos foi realizada em camara de Neubauer
sob microscopia 6ptica. Para contagem de heméacias, 20 pL de sangue total foram
diluidos em 4 mL de liquido diluidor de Dacie (1 mL de formol 40% e 99 mL de citrato
trissodico 3%). Apdés homogeneizacdo, 20 puL da mistura foram utilizados para
carregar um lado da camara de Neubauer, sendo contadas as células contidas em
cinco quadrantes entre os 25 quadrantes localizados na regidao central da camara. O

numero de hemAcias foi calculado pela seguinte equacéo (Eq. 2)*"™:

NUmero de hemacias/mm? = média da contagem de hemacias x 10.000............. Eq. 2

Para a contagem absoluta de leucdcitos, uma aliquota de 50 pL de sangue
total foi diluida em 950 uL de liquido de Turk (1 mL de solucdo de violeta genciana e
100 mL de solucéo de acido acético 2%). Ap6s homogeneizag¢do, novamente cerca
de 20 pL da mistura foram utilizados para carregar um lado da camara de Neubauer,
sendo contadas desta vez as células contidas nos quatro quadrantes periféricos da

camara. O numero de leucdcitos foi calculado pela seguinte equacao (Eq. 3):

NUmero de leucécitos/mm?® = média da contagem de leucécitos x 50.................. Eqg. 3
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Para realizar a contagem relativa e diferencial dos leucdcitos, foram utilizados
os esfregacos sanguineos que neste momento foram corados através da técnica de

Romanowsky'"

, utilizando o kit de coloracdo Panotico (Marca Laborclin). Este € um
corante utilizando em hematologia para corar por¢cdes basofilicas e eosinofilicas em
uma amostra de sangue’’*"*. Cem leucécitos foram avaliados por lamina, sendo
cada lamina correspondente a amostra de sangue de cada animal. Os leucdcitos
foram entdo classificados de acordo com suas caracteristicas morfolégicas em:
linfcitos, mondcitos, neutréfilos, eosinédfilos e baséfilos!’*1™*. Os resultados foram
expressos em percentual, através da média + desvio padrao.

Para medida da VHS, foram utilizados tubos de vidro de diametro interno
constante e com uma escala graduada em milimetros. Os tubos foram preenchidos
com sangue contendo anticoagulante até a marca zero e deixado em posi¢ao
vertical por 1 hora, apds a VHS foi lida diretamente na escala descendente do tubo;
a distancia percorrida pelos eritrocitos*’>.

Para determinacao do hematdcrito, foi utilizada a técnica de microhematdcrito
realizada em tubos capilares de 1,2 x 75 mm contendo anticoagulante, sendo
preenchidos com sangue total até dois tercos de seu volume e vedando uma das
extremidades com fogo. O capilar com a extremidade vedada voltada para fora foi
centrifugado (10.000 g 5 min). A interpretacdo do resultado foi feita em uma escala
de leitura onde foram limitadas marcas de 0 a 100 mm, observando na escala o
limite de separacdo da massa dos eritrécitos com o plasma. O resultado foi expresso
em porcentagem de eritrocitos em relagdo ao volume de sangue total, através da
média + desvio padrdo'®. O VCM que representa a média dos volumes das

hemacias foi calculado a partir da equacéo (Eq. 4)*""78;

VCM (fL) = hematdcrito (%) x10/hemacias (Milhdes/mm?>).........c.cccveveveeeeer, Eqg. 4
3.6.6 Andlises sérico-bioquimicas

As analises bioquimicas foram realizadas por espectrofotometria, utilizando
kits de dosagem comercialmente disponiveis da marca Labtest® e seguindo os

protocolos sugeridos pelo fabricante. Foram avaliadas as concentragfes séricas de

glicose, triglicerideos, colesterol, ureia, proteinas totais e as atividades das enzimas
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aspartato e Alanina-aminotransferase (AST e ALT, respectivamente). As andlises
foram realizadas em triplicata, sendo os resultados expressos através da média +

desvio padréo.

3.7 EXPERIMENTO 2

Para avaliar o efeito do tratamento associado a radiacdo ultravioleta, no
experimento 2 foi avaliado o potencial do extrato para induzir fotossensibilidade
cutanea do tipo toxica*"**81"® A definicdo do nimero de animais componentes dos
grupos amostrais desta vez foi baseada em estudos anteriores de delineamento

semelhante!’®"

181 Nesta etapa, a area de administracdo tépica foi o dorso depilado
dos animais (1 cm?). A cauda dos camundongos neste caso n&o serviu, pois devido
ao reduzido calibre, sob radiacdo UV, a cauda sofria ressecamento intenso, ao inves
de ruborizar e inflamar. Sendo assim, os grupos amostrais foram compostos por 6

(seis) animais (fémeas)*®°

e, como esquematizado na Figura 3, os animais foram
divididos em quatro grupos, incluindo um controle negativo pré-tratado somente com
excipiente etanol-agua 100 pL (1:5), um grupo controle positivo pré-tratado com
metoxipsoraleno 1%, um farmaco entre as escolhas dos clinicos que fazem a
fototerapia de algumas dermatoses cronicas****?13, Ainda, foi incluido um grupo
controle naive que néo foi submetido ao banho UV, sendo pré-tratado somente com
excipiente etanol-agua 100 pL (1:5). O grupo-teste foi pré-tratado com o extrato (100
uL, 150 mg/mL). Neste experimento, os animais foram pré-tratados em dose Unica.
Uma hora apdés a administracdo das doses, 0os animais eram anestesiados com
xilazina 15 mg/kg e cetamina 90 mg/kg (I.M.), sendo a area cutanea do dorso
exposta em campo fenestrado a radiacdo UV, feita no interior de uma camara
contendo cinco lampadas de UV (100 Watts) a uma distancia vertical de 20 cm
durante 25 min. O tempo e intensidade da radiacdo UV empregados neste momento
foram determinados previamente atraves de estudos-piloto, sendo suficientes para
causar um eritema leve (minimo). A fotossensibilizacdo potencialmente causada pelo
extrato foi avaliada comparativamente frente aos grupos-controle, 24 h ap6s a
exposicdo a radiagdo UV, sendo os eritemas graduados em cada animal através de
uma escala de 0 a 3, onde O (zero) representava a auséncia de eritema (grupo

naive), o valor de 1 (um) correspondia a intensidade do eritema do grupo controle
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negativo (eritema minimo) e o valor 2 (dois) representava eritema aumentado, como
aquele do grupo controle positivo. Um valor de 3 (trés) era atribuido aos eritemas
mais intensos que aqueles do grupo controle positivo. Adicionalmente, a avaliacao
dos eritemas foi acompanhada por fotos termograficas*®**®3, Os resultados foram

expressos através da média destes valores de escore + desvio padrdo*®**®°,

3.8 ANALISE DOS DADOS

Inicialmente foi realizado o teste de normalidade (Shapiro Wilk). Os dados
paramétricos foram apresentados através da média e desvio padrdo. Os dados
foram processados pelo software Graph Pad Prism (San Diego, EUA), sendo as
comparacdes e diferencas avaliadas em principio pelo teste de andlise de variancia

ANOVA, sendo complementado quando necessario pelo teste de Bonferroni. Valores

de p<0,05 foram considerados como estatisticamente significativos.

Tabela 1. Tabela de variaveis

Variavel Dependente/ Natureza Proposta de utilizagéo
Independente
Toxicidade Dependente Qualitativa nominal | Sim/N&o
dicotdbmica
Mortalidade Independente Quantitativa Numero de 6bitos
discreta
Agressividade Independente Qualitativa nominal | Sim/N&o
dicotdbmica
Piloerecéo Independente Qualitativa nominal | Sim/N&o
dicotdmica
Consumo de agua Independente Quantitativa Gramas
continua
Consumo de alimento Independente Quantitativa Mililitros
continua
Peso corporal Independente Quantitativa Gramas
continua
Voémitos Independente Qualitativa nominal | Sim/Nao
dicotémica
Diarréia Independente Qualitativa nominal | Comparacdo com o0s
dicotbémica) grupos-controle
Contorcdes abdominais Independente Qualitativa nominal | Comparacdo com o0s
dicotémica grupos-controle
Deambulacéo Independente Quantitativa Namero de
discreta guadrantes
Glicemia Independente Quantitativa mg/dL
continua
Colesterolemia Independente Quantitativa mg/dL
continua
Trigliceridemia Independente Quantitativa mg/dL
continua
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Proteinas séricas totais Independente Quantitativa g/dL
continua

Uremia Independente Quantitativa mg/dL
continua

Atividade Independente Quantitativa 0]

alaninoaminotransferase continua

Atividade Independente Quantitativa ]

aspartatoaminotransferase continua

Contagem hemacias Independente Quantitativa milhdes/mm?®
discreta

Contagem de leucdcitos | Independente Quantitativa mil/mm?®

(absoluta) discreta

Contagem diferencial leucécitos | Independente Quantitativa Percentual
continua

VHS Independente Quantitativa mm/h
discreta

VCM Independente Quantitativa fL
continua

Graduacédo de eritemas Independente Quantitativa indice médio (0-3)
discreta

Alteracdo da temperatura dos | Independente Quantitativa Graus Celsius

eritemas continua

3.9 ASPECTOS ETICOS

Antes do inicio da execucdo desta pesquisa, este projeto foi submetido e

aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UNISUL (Parecer n.

15.041.4.01.1V), sendo observadas as definicbes da Diretriz Brasileira para o

Cuidado e a Utilizacdo de Animais em Atividades de Ensino ou Pesquisa (DBCA)

186
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4. RESULTADOS

4.1 DADOS DO EXPERIMENTO 1

A Tabela 2 apresenta os dados da avaliagdo de indicadores de toxicidade,
tais como a taxa de mortalidade e também dados sobre padrdes de agressividade,
piloerecao, alteracdes gastrointestinais (diarreia, vomitos, contorcbes abdominais) e
neurolégicas (convulsées) monitorados em animais machos e fémeas. Ndo foram
observadas alteragbes nestes parametros nos grupos-teste tratados com extrato,
quando comparados aos dados dos grupos controle negativo ou positivo,
respectivamente. Evidéncias adicionais da integridade do componente
comportamental (neurolégico e motor) dos animais tratados com extrato sao
mostrados nas Figura 4(A) e Figura 4(B) que apresentam os dados do teste de
campo aberto e forca de preensao (grip force), realizado respectivamente em
animais machos e fémeas. Nao foram observadas alteracGes estatisticamente
significativas quando comparados os dados dos grupos-teste de machos e fémeas,
frente aos dados dos grupos controles negativo ou positivo. Os valores de p foram

demonstrados na Figura 4.

Tabela 2. Sinais de toxicidade em camundongos machos e fémeas tratados
topicamente com doses repetidas a cada 24 h por 10 dias de extrato acetato de etila
do fruto de Dillenia indica 150 mg/mL (100 uL). Os controles positivos foram tratados
com clobetasol 0,5 mg/mL, ao passo que os controles negativos foram tratados com

excipiente etanol: agua (1:2).

Machos Fémeas

Sinais de Controle Controle Grupo Controle  Controle Grupo
Toxicidade negativo Positivo teste negativo  positivo Teste
Mortalidade n/s n/s n/s n/s n/s n/s
Agressividade n/s n/s n/s n/s n/s n/s
Piloerecao n/s n/s n/s n/s n/s n/s
Diarreia n/s n/s n/s n/s n/s n/s
Vémitos n/s n/s n/s n/s n/s n/s
Contorgoes n/s n/s n/s n/s n/s n/s
Abdominais

Convulsbes n/s n/s n/s n/s n/s n/s

n/s: nenhum sinal. N=20 camundongos Balb-c por grupo, sendo machos e fémeas 1:1
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Figura 4. Dados referentes ao teste de campo aberto (A) e forca de preensao (grip
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force) (B) realizados em camundongos Balb-c tratados com extrato acetato de etila
do fruto de Dillenia indica por via tépica em dose de 150 mg/mL (100 pL) a cada 24 h
por 10 dias. Os animais dos grupos controles positivos foram tratados com
dipropionato de clobetasol (0,5 mg/mL), ao passo que os animais dos controles
negativos foram tratados com excipiente etanol: agua (1:2). O valor de p foi obtido
por andlise de variancia ANOVA. N = 20 animais, sendo machos e fémeas 1:1.

Os resultados apresentados na Tabela 3 referem-se a avaliacdo de
indicadores da integridade nutricional — metabdlica (peso, consumo de agua e racdo)
dos animais. Nado foram observadas diferencas estatisticamente significativas para
estes parametros, quando comparados os dados dos grupos tratados com o extrato
(machos e fémeas) frente aos dados dos grupos controles negativo ou positivo,
respectivamente.

A Tabela 4 apresenta a média e desvio padrdo do peso dos 6rgaos de todos
0S animais ap0s necropsia. A avaliacdo estatistica, realizada respeitando as
diferencas entre machos e fémeas, nao revelou diferengcas, novamente, quando
comparados os dados obtidos junto aos grupos-teste tratados com extrato frente aos
dados dos controles, fossem controles negativo ou positivo, respectivamente. Os
valores de p foram inseridos na prépria Tabela 4.

Os dados da avaliacdo dos parametros hematoldgicos foram apresentados na
Tabela 5 através da média e desvio padrdo. Uma nocéo sobre o perfil hematoldgico
médio de animais machos e fémeas saudaveis foi providenciada a partir dos dados
dos grupos controles negativos, sendo reconhecidas as diferengas sutis existentes

entre os perfis de animais machos e fémeas. Os dados destas avaliagbes
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novamente indicaram que ndo existiram diferengcas significativas, quando
comparados os dados dos grupos-teste machos e fémeas frente aos respectivos
controles negativos. Por outro lado, as comparacdes, realizadas entre os perfis
hematolégicos dos animais dos grupos controles-positivo tratados com clobetasol,
revelaram que as contagens relativas de linfocitos e mondcitos foram diminuidas
nestes animais, machos e fémeas, quando comparados os dados frente aqueles
obtidos nos respectivos controles negativos. Esta diminuicdo também foi significativa
na contagem absoluta dos leucécitos. Os valores de p foram apresentados na
propria Tabela 5.

Os dados obtidos nas andlises sérico-bioquimicas estdo apresentados na
Tabela 6. Mais uma vez, ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significativas nos diversos parametros analisados e preconizados para a avaliacédo
da toxicidade® entre os grupos-teste de machos e fémeas, quando foram
comparados os dados junto aqueles dos controles negativos ou positivos,
respectivamente. Foram avaliados dados de glicemia, colesterolemia, triglicerideos,

ureia, proteinas totais e atividades das enzimas AST e ALT.



53

Tabela 3. Aumento do peso corporal, consumo de agua e ragcdo em camundongos Balb-c (N= 20), machos e fémeas (1:1), tratados

topicamente com doses repetidas a cada 24 h por 10 dias de extrato acetato de etila do fruto de Dillenia indica 150 mg/mL (100 pL).

O controle positivo foi tratado com dipropionato de clobetasol 0,5 mg/mL, ao passo que o controle negativo foi tratado com

excipiente etanol-agua 1:2.0 valor de p foi obtido por andlise de variancia ANOVA.

Machos Fémeas
Grupos Controle Controle Grupo teste  Valor de p Controle Controle Grupo Valor de p
negativo positivo negativo positivo teste
Aumento do peso (g) 0,8+0,6 1,3+1,2 13+1,2 0,4 0,1+0,1 0,2+0,4 0,1+0,1 0,5
Consumo de agua (mL) 86,6 + 20,2 60,0+ 10,0 76,6 +419 0,1 60,0+ 26,4 56,6 +16,0 56,6 + 20,8 0,9
Consumo de ragao (g) 88,3+ 13,6 80,6 + 11,0 83,0+ 11,3 0,3 67,6+28,0 75,6+46,2 80,6+ 49,6 0,7

Os valores sdo média + desvio padrdo.N= 20 (camundongos machos e fémeas 1:1).
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Tabela 4. Peso dos érgaos (mg) dos camundongos machos e fémeas tratados com extrato acetato de etila do fruto de Dillenia

indical50 mg/mL (100 pL). O controle positivo foi tratado com clobetasol 0,5 mg/mL, ao passo que o controle negativo foi tratado

com excipiente etanol-agua 1:2. Os dados foram apresentados através da média + desvio padréo, sendo o valor de p obtido pelo

teste de analise de variancia ANOVA.

Machos Fémeas
Orgao Controle Controle Grupo Valor de Controle Controle Grupo Valor de p
negativo positivo teste p negative Positive teste
Rins 640 + 60 550 + 30 580 + 30 0,3 320 + 20 340 + 20 380 + 20 0,1
Coracéao 140 £ 10 150+ 10 140 £ 10 0,9 110+ 00 120 £ 10 100 £ 10 0,2
Baco 80+ 30 6010 90 + 20 0,6 60 = 20 40 + 20 60+ 10 0,6
Figado 1510 +£100 1495+100 1500 *120 0,9 1170+ 200 1140%+220 1120+100 0,9

N= 20 (camundongos Balb/c isogénicos, machos e fémeas 1:1).
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Tabela 5.Parametros hematoldgicos analisados em camundongos Balb-c isogénicos tratados topicamente com doses repetidas a
cada 24 h por 10 dias de extrato acetato de etila do fruto de Dillenia indica 150 mg/mL (100 pL). Os controles positivos foram

tratados com dipropionato de clobetasol 0,5 mg/mL, ao passo que o0s controles negativos foram tratados com excipiente etanol-

adgua 1:2. As diferencas estatisticas foram avaliadas pelo teste de andlise de variancia ANOVA, complementado pelo teste de

Bonferroni. (*)

representa diferenca estatisticamente significativa quando comparado aos grupos controles negativos,

respectivamente.
Machos Fémeas

Parametro Controle Controle Grupo teste  Valordep Controle Controle Grupo teste Valor dep
hematoldgico negativo positivo negativo positivo
Hemacias (milhdes/mm?) 7,0£0,8 6,8+0,6 72+11 0,58 5,604 57+£0,5 6,01£0,6 0,84
Leuc6citos (milhdes/mm?) 40+11 1,4 +0,9* 3,5+£0,6 < 0,05 3,6+0,8 1,7+ 0,5* 3,5+0,9 0,98
Neutrofilos (%) 70,0+£9,0 80,0 £ 10,0 66,0 + 7,0 0,16 7405 73,0+ 3,0 70,0+ 5,0 0,80
Linfocitos (%) 25,0+£5,0 12,0 + 3,0* 22,0+ 3,0 < 0,05 23,0+ 4,0 11,0 + 4,0* 28,0+ 2,0 0,56
Monacitos (%) 7,0+£2,0 3,0+2,0* 9,0+£2,0 < 0,05 5,0+2,0 2,0+ 2,0* 2,0£1,0 0
Eosinofilos (%) 1,0+1,0 20+1,0 20+1,0 0,05 0 0 0 0
Basofilos (%) 0 0 0 0 0 0 0 0
VHS (mm/h) <50+20 <5,0+20,0 <50+2,0 1,00 <50+2,0 <50+20 <50+20 1,00
Hematécrito (%) 58,4 +5,3 54,2 +6,30 59,2 +7,6 0,19 61,8+ 5,6 58,2+ 2,6 61,2+ 1,7 0,76
VCM (fL) 83,4+6,6 79,7 £ 10,5 82,246,9 0,59 80,2+ 11,0 76,5 +6,5 76,5 +2,8 0,92

Os valores estdo expressos em média + desvio padrdo. N=20 camundongos por grupo, sendo machos e fémeas 1:1.VHS: velocidade de hemossedimentac¢éao;
VCM: volume corpuscular médio.
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Tabela 6. Parametros sérico-bioquimicos analisados em camundongos Balb-c isogénicos tratados com extrato acetato de etila do

fruto de Dillenia indical50 mg/mL (100 pL) .Os grupos controles-positivo foram tratados com clobetasol 0,5 mg/mL, ao passo que o

controles negativos foram tratados com excipiente etanol-agua 1:2. Os valores de p foram obtidos por anélise de variancia ANOVA.

Machos Fémeas
Parametro sérico Controle Controle  Grupo teste Valor de Controle Controle  Grupo teste Valor de
biogquimico negativo positivo p negativo positivo p
Glicemia (mg/dL) 676+£80 576x120 63,2+13,0 0,8 69,5+9,4 746 +154 75,2+ 16,6 0,9
Colesterolemia (mg/dL) |95,3+14,0 953+14,8 83,2+27,0 0,8 958+185 958+186 86,4%16,6 0,9
Trigliceridemia (mg/dL) |108,3 + 35,0 90,30+ 35,8 104,0 £ 35,0 0,9 164,2+ 80,4 1444+42,1 192,0+63,0 0,8
Uréia sérica (mg/dL) 37678 37,7134 33,2%x13,2 0,9 276+7,8 37,7+13,4 23,2+13,2 0,6
Proteinas totais (g/dL) 7,0£0,2 6,8+ 0,5 70+£0,5 0,5 6,9+04 7,1+£0,5 6,5+1,0 0,1
Atividade Aspartato- - |56, 979 300+80 22,8+3,0 07 |271+181 230+100 130%54 0,7
aminotransferase (U)
Atividade Alanina- 36,2+80 350+10,0 210+180 0,6 | 321+45 280+10,0 312+74 09

aminotransferase (U)

Os valores estdo expressos em média = desvio padrdo; N=20 camundongos por grupo, sendo machos e fémeas 1:1; mg/dL: miligramas por decilitro; g/dL:

gramas por decilitros; U: unidade internacional.
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4.2 DADOS DO EXPERIMENTO 2: POTENCIAL INDUTOR DE
FOTOSSENSIBILIDADE
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Figura 5. Avaliacdo do potencial indutor de fotossensibilidade do extrato acetato de
etila do fruto de Dillenia indica administrado topicamente sobre o dorso de
camundongos Balb-c (dose Unica). O grupo-teste foi tratado com extrato 150 mg/mL
(100 uL). O controle negativo e naive foram tratados com excipiente etanol:agua 1:2.
O controle positivo foi tratado com metéxipsoraleno 1%, um agente

fotossensibilizante®%1%3,

Uma hora ap6s os tratamentos, os animais foram
submetidos a radiacdo ultravioleta, exceto grupo naive. Fotos representativas dos
eritemas resultantes nos diferentes grupos (A). Quantificacdo dos eritemas por
escala visual (B). Fotos representativas da termografia (C) e sua quantificacdo (D).
(*) representa diferenca estatistica comparado ao controle negativo, p <0,05. N =

6/grupo.

A Figura 5 apresenta os resultados do experimento 2, de avaliagdo do
potencial indutor de fotossensibilidade do extrato acetato de etila do fruto de D.
indica. A Figura 5(B) mostra os resultados da graduacdo dos eritemas através da

escala visual, explicada na secao de Métodos. O que é possivel perceber na Figura
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5(B) é a presenca dos eritemas minimos, comparado ao grupo naive, que foram
graduados nos animais do controle negativo, média préximo ao grau 1, ao passo
gue nos animais do controle positivo tratados com fotossensibilizante, os eritemas
foram intensificados, em mais de duas vezes em média, comparado ao controle
negativo. Os resultados da Figura 5(B) indicam que o extrato induziu
fotossensibilidade, em poténcia um pouco inferior comparado ao controle positivo,
mas, 0S animais tratados com extrato apresentaram eritemas intensificados com
diferenca estatistica significativa, quando comparado ao grupo controle negativo. Os
dados da termografia dos eritemas mostrados na Figura 5(D) sdo corroborativos,
demonstrando que houve aumento na temperatura da area exposta a radiagcdo UV
em animais do grupo controle negativo, com eritemas minimos, quando comparado
ao grupo naive (cerca de 1,5°C). Esta temperatura medida em animais do controle
positivo foi superior, cerca de 2,5°C mais alta em relacdo ao controle negativo
(Figura 5C e Figura 5D). A fotossensibilidade induzida pelo extrato foi detectada pela
termografia, que mostrou que em animais tratados com extrato, apos a radiacao UV,
a temperatura média dos eritemas foi cerca de 1,5°C superior aquela determinada

em meédia nos animais do controle negativo.
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5. DISCUSSAO

Tendo sido apresentado o contexto do presente estudo em suas secdes
introdutérias, da avaliacdo da toxicidade de uma nova droga fitoterapica em
potencial, cabe ao inicio desta secdo de discussdo apresentar aspectos adicionais
gue servem para se ter uma ideia sobre a real dimensdo deste trabalho. Por
principio, avaliar a seguranca de um novo farmaco é um processo bastante amplo e
longo, que tem a ver com a avaliagéo de riscos e das possibilidades de minimiza-los,
para que seja possivel o avanco para as fases clinicas do desenvolvimento de um

187,188

farmaco®. De acordo com a Organizacdo Mundial da Satde (OMS) , a avaliacao

da seguranca de produtos farmacéuticos, ou farmacovigilancia, tem a ver com uma
ciéncia relacionada a coleta de dados toxicol6gicos, deteccao de toxicidades,
avaliacdo, monitoramento e prevencao de efeitos adversos. Isto leva a assumir que
0os dados obtidos no presente estudo podem contribuir com a avaliacdo da
seguranca, neste caso, através da avaliacao de efeitos de toxicidade eventualmente
causados a partir da administracdo topica de extrato acetato de etila do fruto de D.
indica em camundongos. No caso deste extrato, a literatura era muito escassa no
que diz respeito as informacfes de toxicidade sistémica. As avaliacGes realizadas
nesse estudo permitiram realizar inferéncias sobre a toxicidade cronica do
tratamento feito em longo prazo com doses repetidas de extrato. O potencial de
toxicidade foi avaliado a partir de um ponto de vista que considerou a integridade
fisiologica de varios sistemas anatbmicos, principalmente: o sistema nervoso,
digestorio, hematopoiético, imunolégico, hepéatico e renal.

A possibilidade para o avanco verso as fases clinicas do desenvolvimento de
um fitoterapico a partir do extrato estudado dependera ainda de aspectos
complementares com os quais os dados apresentados aqui devem ser somados.
Como explicado anteriormente, este trabalho foi desenvolvido no ambiente dos
grupos TECFARMA e ALINDI. Talvez este seja o principal estudo originario destes
grupos de pesquisa que ira contribuir com a avaliagdo da seguranca do tratamento
topico feito com o extrato, mas é necessario explicar que estudos paralelos ja foram
desenvolvidos por outros membros dos grupos, sendo um estudo de irritacédo

dérmica realizado em ratos'®e outro estudo realizado pela autora juntamente com
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alunas do curso de Farmécia da UNISUL de Tubar&o, que avaliou o uso popular do
fruto de D. indica com propésitos anti-inflamatérios e cicatrizantes por participantes
das pastorais da saude e grupos da terceira idade na regido sul do estado de SC,
submetido para Revista Brasileira de Plantas Medicinas e, atualmente encontrado
em fase de avaliacao editorial.

Algo que nao pode ser perdido de vista é que os dados deste estudo se
referem a avaliacdes de toxicidade feitas em camundongos e ndo em humanos. A
Resolucdo n. 90 da ANVISA sugere que para a garantia de riscos minimos para 0s
humanos, o produto farmacéutico deve ser testado em pelo menos duas espécies de
mamiferos?®®. No entanto, nem sempre isto é necessario. A RDC n.48/04 prevé
diferentes formas de comprovar tanto a seguranca, assim como a eficacia de
produtos fitoterapicos. Entre elas, a possibilidade de se utilizar de informacdes
disponiveis sobre a tradicdo de uso popular de plantas para as indicacfes
propostas®.

Agora é possivel entdo voltar esta discussao para os estudos de toxicidade
realizados aqui. Este trabalho foi realizado na area da toxicologia, que € uma ciéncia
que busca conhecer as manifestacdes produzidas pelas substancias quimicas nos
organismos. Por suas variadas &reas de interesse, é uma ciéncia multidisciplinar
integrada, sendo a toxicologia farmacol6gica, a ciéncia que estuda os efeitos
biolégicos e mecanismos de acdo das drogas. A toxicologia quimica estuda a
estrutura quimica e a identificacdo de substancias ou compostos toxicos, ao passo
que a toxicologia clinica estuda a sintomatologia, o diagndstico e terapéutica das
substancias no organismo**°.

A toxicidade estd intimamente relacionada as propriedades fisico-quimicas
das substancias ou compostos, dentre elas: estrutura quimica e molecular, massa
molecular, solubilidade e coeficiente de particdo®*. Como explicado na secdo de
referencial tedrico, a composi¢cao quimica do extrato analisado aqui ja foi estudada
razoavelmente, quando foi demonstrado que entre 0s principais constituintes
guimicos estavam flavonoides e &cido betulinico. Sendo assim, alguma inferéncia
sobre a toxicidade destes compostos pode ser tirada do presente estudo, sobretudo
para o caso do acido betulinico, uma vez que este estudo avaliou um extrato

padronizado (concentrac&o de acido betulinico de cerca de 10%)™.
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A avaliacdo dos efeitos sistémicos de um composto constitui uma das
primeiras etapas na avaliacdo da seguranca de um novo farmaco em potencial'®.
Desta forma, seréo discutidos os resultados avaliando os efeitos toxicos potenciais
sobre os diferentes sistemas da anatomia do camundongo. O primeiro indicador de
toxicidade avaliado foi a mortalidade, cujos dados foram mostrados na Tabela 2. Nao
foi observada mortalidade neste estudo, dadas as condigbes experimentais. Em um

artigo de revisdo anterior, o autor Parasuraman®®®

explicou gque os testes de
toxicidade pré-clinica ajudam a calcular o "nivel de efeito adverso ndo observado”
para um determinado composto, que € necessario para iniciar a avaliagdo clinica de
produtos sob investigacdo. Este autor explica que a avaliacdo da mortalidade
configura um dos principais indicadores de toxicidade, sendo que através desta
avaliacdo € possivel calcular a dose-letal 50 (DL50), que é a dose necessaria para
causar a morte de 50% dos individuos de uma amostra submetida a um tratamento
experimental. A DL50 é um indicador de toxicidade internacionalmente
reconhecido’®®. Uma vez que neste estudo ndo foi observado mortalidade, um
calculo de DL50 nao foi possivel. Por outro lado, os resultados indicaram que a dose
testada de extrato no regime posolégico utilizado ficou no campo do "nivel de efeito
adverso ndo observado", um contexto mais compativel com aquilo que se espera
quando se avalia a administracéo tépica de um composto.

A literatura indica que alteracbes neurologicas podem ser causadas por
substancias quimicas presentes em algumas espécies vegetais, estas que podem
aparecer sob forma de distarbios cardiovasculares, respiratérios, metabdlicos,
gastrointestinais, incluindo diversos outros sintomas, tais como salivagao, vomitos,
convulsdes, coma e levar até & morte'®*'%. No caso de uma neurotoxicidade, que é
a capacidade que um agente quimico fisico ou biolégico tem de causar um efeito
adverso no sistema nervoso, ela pode ser causada por toxinas que agem
diretamente sobre este sistema'®®. As encefalopatias, por exemplo, podem ser
causadas por uma variedade de causas, incluindo causas metabdlico-sistémicas
(hepatopatias e nefropatias), traumas, neoplasias, infecgcfes e intoxicagbes
exégenas'®’. Desta forma, alguma substancia presente no extrato de D. indica
poderia causar uma intoxicacdo sendo detectada a partir de alteragcdes do
componente neurolégico dos animais, que dependendo da intensidade e duracéo

das lesbes poderiam causar desde alteracdes discretas do comportamento, alguma
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diminuicdo do nivel de consciéncia, até alteracbes subitas do comportamento,
agressividade, ou letargia, tremores, atrofia muscular, convulsées, entre outros™*®
202 0Os resultados apresentados na Tabela 2 relativos aos padrdes de agressividade,
piloerecao, diarreia, vdmitos, contor¢cdes abdominais e convulsdes, complementados
pelos dados de avaliacdo de componentes neuromotores apresentados na Figura 4
levam a postular que nenhuma destas alteragbes foram observadas nos animais
tratados topicamente com o extrato de D. indica.

A piloerecdo é uma resposta da pele dos animais, que pode ser observada
em algumas ocasides, como uma reacdo ao medo, frente a alguma ameaca, sendo
um indicador de alteracdes nos padrdes de agressividade, mas também podendo ser
ocasionada em resposta ao frio?>>. Aqui vale lembrar, que o frio ndo esteve presente
entre as condi¢cdes do presente estudo, no qual os animais foram mantidos em um
ambiente de temperatura controlada. No contexto do presente estudo, uma reacéo
de piloerecao seria esperada se houvesse algum comprometimento neurolégico que
alterasse os padrdes de agressividade dos animais.

Possiveis efeitos toxicos sendo provocados sobre o comportamento
nutricional e acdes sobre o sistema digestivo foram avaliados através de parametros,
tais como o desenvolvimento de diarreia, vomitos e contor¢gdes abdominais (Tabela
2). Em toxicologia, os efeitos colaterais produzidos pela exposicdo a farmacos e
outras substancias quimicas sédo classificados de acordo com a duracéo e tempo de
exposicao, capazes de causar diferentes sinais e sintomas, que podem ser agudos
ou cronicos. A diarreia € um sinal que pode ser definido pelo excesso de fezes
liquefeitas que ocorre por trés ou mais vezes ao dia, caracterizadas por diminuicao
da consisténcia das fezes e aumento de sua frequéncia de evacua¢do num periodo
inferior a 14 dias, podendo ser acompanhada de nauseas, vomitos, desconfortos
abdominais, além de sintomas sistémicos como febre e desnutricdo®®* 2%, Sé para
se ter uma ideia, quando ha, por exemplo, alguma infeccdo severa, o niumero de
evacuacoes diarias pode ultrapassar 20 episodios, com defecacdes ocorrendo a
cada 20 ou 30 minutos®*2%, Os resultados do presente estudo, mostrados na
Tabela 2 indicam que n&do foram observadas alteracbes desta espécie entre 0s
animais tratados com extrato de D. indica, quando comparados frente aos grupos-

controle.
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Para Andris e colaboradores'®’, o estado nutricional pode ser avaliado de
varias formas tais como: através de triagem nutricional (para identificacéo dos fatores
de riscos que podem levar a desnutricdo); histéria clinica (se existe uma patologia
associada que influencie o estado nutricional); exame fisico (determina achados, tais
como aumento ou diminui¢do do peso e que podem estar associados a uma alteragéo
do estado nutricional e a m& nutricdo) e resultados laboratoriais (que podem detectar
problemas nutricionais em fase precoce através de informacfOes proteico-

caléricas)*®"?%

. Quando a ingestdo caldrica € inadequada, 0 organismo supre suas
necessidades energéticas por meio da degradacdo e utilizacdo de proteinas e
gorduras®®’. Os resultados da Tabela 6 mostraram que ndo houveram diferencas
entre 0s niveis séricos de proteinas totais de animais tratados com extrato e animais
dos grupos-controle.

A desnutricio pode ser devida também a hepatopatias, sendo uma
complicacdo resultante de efeitos deletérios que causam disfuncdo hepatica sobre a
digestdo, absor¢do, armazenamento e metabolismo dos nutrientes®®’. Neste tipo de
avaliacdo, os exames de analises clinicas sdo auxiliares, e no caso deste estudo, eles
serdo discutidos mais adiante. Aqui vale comentar, que os resultados da avaliacdo do
componente nutricional-metabdlico através da medida do peso dos animais, consumo
de 4gua e racao (Tabela 3) ndo revelaram alteracdes deste tipo sendo causadas em
camundongos que foram tratados topicamente com o extrato de D. indica.

O monitoramento do peso corporal é essencial para avaliacdo do estado
nutricional adequado, que é alcancado quando o suprimento ou a ingestdo de
nutrientes atende as demandas do organismo'®’. Esta avaliagdo também entra no
contexto da toxicologia®®. Para que a nutricdo seja adequada, os animais devem
receber os nutrientes corretos, incluindo carboidratos, lipidios, vitaminas, proteinas,
agua e mineral e ainda que o sistema digestorio esteja em funcionando
adequadamente para que sejam utilizados esses nutrientes pelo organismo. O
consumo de agua é de fundamental importancia para o transporte dos nutrientes™®’.
Algumas toxinas, como por exemplo, ésteres de forbol que estdo presentes em
algumas plantas, principalmente da familia Euphorbiaceae, causam efeitos toxicos
gue podem expressar-se como dispepsias, diminuicdo do consumo de alimentos,

perda de peso e desidratacdo. Sabe-se que assim, este tipo de intoxicagcdo pode
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culminar em comprometimento do crescimento e supressdo do sistema
imunolégico?®#°,

Os dados relativos ao peso dos 6rgaos avaliados nos camundongos tratados
com extrato e de animais dos grupos-controle foram mostrados na Tabela 4. Nos
testes de toxicidade cronica devem ser pesados 0s 0rgaos vitais, 0 que serve como
um importante indicador para a avaliagdo da toxicidade de alguma substéncia ou
composto, juntamente com o monitoramento da massa corporal do animal***?!3.0s
rins e o figado estdo entre os principais o6rgdos de biotransformacédo de
xenobioticos?**". A literatura indica que no caso dos rins, devidos estes 6rgdos
serem o0 principal local de excrecdo quimica, eles tém maior propensdo a exibir
efeitos toxicoldgicos induzidos quimicamente do que a maioria dos outros 6rgéos=°e.

No entanto, autores como Craig e colaboradores®®®

, anteriormente, ja chegaram a
questionar se a medida do peso dos rins seria capaz de refletir as alteragbes
histopatolégicas renais devidas a alguma intoxicagdo quimica. Estes autores
desenvolveram um estudo buscando determinar se existiia uma relacdo entre
alteracdes de peso dos rins quimicamente induzidas e alteracdes histopatologicas
renais. Foram examinadas também a utilidade de avaliar o peso renal absoluto e
relativo (relacéo peso-rim / peso corporal) na predi¢cédo de toxicidade renal. Os dados
obtidos mostraram uma correlagdo estatisticamente significativa entre peso renal
absoluto e a histopatologia renal em ratos tratados quimicamente. Esta correlacao
positiva entre o peso absoluto do rim e a histopatologia foi observada tanto com
compostos que diminuiram estatisticamente o peso corporal dos animais, assim
como alteracbes no peso absoluto do rim ocorreram em exposi¢cdes subcrdnicas,
possibilitando previsdes sobre a presenca ou auséncia de histopatologia renal em
exposicdes subcronicas e crénicas. No caso do presente estudo, ndo foram
observadas alteracdes seja no peso dos rins ou no peso corporal dos animais,
guando comparados aos grupos-controle.

Também se sabe que o figado é um alvo suscetivel a danos quimicos porgque
muitas vezes ele é um dos primeiros 6rgaos a entrar em contato com as substancias
quimicas ingeridas e absorvidas, principalmente quando administradas por via oral,
mas também porque ele é um sitio de concentragéo de xenobio6ticos, sendo o local

8

onde a maioria das biotransformacdes ocorrem®®. A Sociedade Européia de

Patologia Toxicoldgica e da Sociedade Britanica de Toxicologia recomendam fazer a
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pesagem do figado nos estudos toxicoldgicos porque alteragdes no peso do figado
podem sugerir hipertrofia hepatocelular, sendo que o peso do figado pode ser
elevado em tempos inferiores a 7 dias por causa de algumas substancias quimicas
capazes de induzir as enzimas hepaticas®®. Estas instituicdes também sugerem a
pesagem do coracao afirmando que esta medida pode ser a Unica capaz de detectar
hipertrofia cardiaca induzida quimicamente, pois muitas vezes a histopatologia pode
falhar nesta analise®®.

Algumas substancias, por exemplo, farmacos utilizados no tratamento do
cancer, sdo traicoeiras, pois podem causar cardiotoxicidade®®’. Sabe-se que um
atrofia cardiaca (diminuicdo do tamanho do coracdo) normalmente representa uma
consequéncia secundaria resultante de um fenbmeno sistémico maior, e neste caso
seria possivel considerar algum efeito toxico induzido pelo extrato de D. indica. Um
ualtimo indicativo de toxicidade procurado através da medida do peso dos 6rgaos, diz
respeito a pesagem do bacgo. A logica desta analise foi que efeitos toxicos
normalmente causados por substancias quimicas sobre as células sanguineas,
causando hemdlise (algo frequente em tratamentos com certos farmacos, como por
exemplo o cloranfenicol), estes eventos podem causar sobrecarga do baco e
esplenomegalia. A esplenomegalia reativa pode ocorrer em processos de
sobrecarga do baco, quando eritrocitos estdo sendo destruidos massivamente?! e
esta anormalidade nédo foi observada nos grupos de animais tratados avaliados no
presente estudo. Os dados mostrados na Tabela 4 revelam que nédo foram
detectadas alteracdes no peso dos rins, coracao, baco e figado de animais tratados
topicamente com o extrato acetato de etila do fruto de D. indica, quando comparados
frente aos dados dos animais dos grupos-controle.

Os testes de triagem toxicoldgicos frequentemente utilizam uma amostra de
sangue ou urina. No contexto dos humanos, estes testes podem ser feitos logo apés
a pessoa ter ingerido uma substancia, através de lavagem gastrica ou até mesmo
analisando o vomito®**?*3, No contexto dos animais, as amostras de sangue sdo
mais utilizadas. Trata-se de um fluido complexo, constituido em grande parte de
agua (cerca de 80%), proteinas soluveis, gorduras, sais e células suspensas, sendo
considerado uma matriz convencional amplamente estudada nas analises

toxicologicas®?.
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Uma andlise sanguinea além de providenciar informagfes sobre o proprio
sangue e tecidos formadores de sangue (a medula 6ssea), pode trazer informacdes
de outros érgdos e tecidos que s&o perfundidos pelo sangue®**. Exames de sangue
sdo muito usados em testes para detectar o abuso de drogas. Um exame sanguineo
tipico inclui um painel metabdlico basico (analises bioquimicas) e uma contagem
sanguinea completa®®?%2% O painel metabdlico pode incluir a medida de sédio,
potassio, cloreto, bicarbonato, nitrogénio ureico no sangue, magnésio, creatinina,
glicose e calcio. Testes centrados nos niveis de colesterol podem determinar os
niveis de colesterol LDL (lipoproteina de baixa densidade) e HDL (lipoproteina de
alta densidade), bem como os niveis de triglicerideos. Alguns testes, como aqueles
que medem a glicose ou o perfil lipidico requerem jejum??322>22¢,

Ao estudo dos efeitos adversos de drogas sobre o sangue e/ou tecidos
formadores de sangue da-se o nome de hematoxicologia®?’??®. Geralmente, um
hemograma completo corresponde a um conjunto de testes laboratoriais que
estabelece aspectos quantitativos e qualitativos dos eritrécitos (eritograma), dos
leucdcitos (leucograma) e das plaquetas (plaguetograma) no sangue, onde o
eritograma inclui os testes que determinam o perfil hematolégico da série vermelha
no sangue periférico, constituido por contagem de eritrocitos ou hemacias; dosagem
de hemoglobina; hematécrito; VCM; hemoglobina corpuscular média; concentracdo
da hemoglobina corpuscular média e avaliacdo da morfologia eritrocitaria. O
leucograma determina o perfil hematoldgico da série branca no sangue periférico
sendo constituido da contagem global ou absoluta e diferencial (relativa) de
leucécitos, sendo os dados expressos em valores relativos e absolutos. O
plaguetograma envolve a contagem de plaguetas, sua morfologia e determinacéo do
volume plaquetario®®®. A Tabela 5 apresentou os dados dos hemogramas dos
animais tratados com o extrato de D. indica. Como é possivel perceber através da
Tabela 5, nem todos os constituintes do hemograma puderam ser determinados com
as amostras de sangue analisadas, seja devido a falta de tecnologia analitica no
local onde o estudo foi realizado ou devido a pequena quantidade de amostra
possivel de ser coletada dos camundongos. Mas, a maioria dos parametros foram
determinados.

Em hematoxicologia, a contagem absoluta de eritrocitos pode providenciar

pistas de efeitos toxicos acontecendo sobre a membrana das hemacias, o que pode
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levar a hemdlise. Sabe-se que compostos que possuem atividade biolégica

20 Uma

interessante podem ser considerados inuteis se provocarem hemodlise
reducdo na contagem das hemacias também é observada em casos de supressao
da medula 6ssea, quando se pode esperar pancitopenia®!. A morfologia anormal
das heméacias pode ser inferida através do VCM. O valor aumentado de VCM pode
indicar doencas como anemia perniciosa, macrocitica ou megaloblastica, mas
também se encontra aumentado em caso de dependéncia alcoodlica, sangramentos
agudos, sindromes mielodisplasicas, recém-nascidos, hipotireoidismo, sindrome de
Down, deficiéncia de acido félico ou ainda de vitamina B12. O valor diminuido do
VCM inclui a deficiéncia de ferro, talassemia menor, anemia microcitica, esferocitose
congénita, uremia, doencas do coldgeno ou infeccbes cronicas graves 22°. Foi
possivel verificar que o tratamento testado ndo causou diferencas estatisticas, seja
em camundongos machos ou fémeas, quando os dados das contagens de heméacias
do grupo teste tratado com extrato acetato de etila do fruto de D. indica foram
comparados aqueles dos grupos controles. Também ndo houve alteracdo na
determinacdo do VHS e hematdcrito nestes animais. O VHS é a taxa na qual os
glébulos vermelhos sedimentam em um periodo de uma hora. E um teste
hematoldgico comum e € uma medida ndo especifica de inflamacgéo. Para realizar o
teste, o sangue contendo anticoagulante € tradicionalmente colocado em um tubo
ereto, sendo a taxa na qual os glébulos vermelhos sedimentam medida em mm/h?.
O hematdcrito serve para medir a proporcdo de glébulos vermelhos que constitui
uma amostra de sangue e geralmente é feito quando hd uma suspeita de anemia ou
policitemia (hematécrito alto). Pode ser usado para identificar e diagnosticar
multiplos disturbios ou doencas do sangue. O teste pode indicar se ha um problema
com a producédo de eritrocitos ou a vida util, mas ndo € capaz de determinar a causa
subjacente®92%4,

Avaliando o leucograma dos animais (Tabela 5) com apoio da literatura®3, é
sabido que efeitos toxicos de substancias podem acometer principalmente os
granulécitos, tanto no que diz respeito a sua proliferagdo, assim como sua funcgéo,
também se sabe que alguns tipos de leucemias podem ser desencadeados a partir
da exposicdo a produtos quimicos. Devido ao elevado indice fisiologico de
proliferacdo dos neutrdéfilos, esta célula e seus precursores sdo particularmente

susceptiveis a inibidores de mitoses. Os farmacos citotoxicos sdo geralmente
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inespecificos, mas se afetarem os neutréfilos (e mondcitos) apresentam um risco
maior de sequelas toxicas. Estes efeitos tendem a ser relacionados a dose, com
comprometimento fagocitario mononuclear precedendo um comprometimento
neutrofilico®®. Os efeitos téxicos sobre granulécitos (mielotoxicidade) s&o
comumente observados com agentes quimioterdpicos, que muitas vezes agem para
inibir a sintese do DNA. Entretanto, células ndo proliferativas, como metamielécitos,
bastonetes e neutréfilos maduros sao relativamente resistentes. Acredita-se que a
exposicao continua a substancias que afetam as células troncos seja a causa da
mielossupressao®,

Algumas substancias, como o etanol e os glicocorticoides, prejudicam a
fagocitose. A producdo de superoxidos, requerida para quimiotaxia é
declaradamente reduzida em pacientes que usam heroina, bem como usuarios de
opiaceos. A quimiotaxia também é prejudicada apds o tratamento com sais de zinco
e preparacdes anti-acne®®.

Sao preocupantes 0s agentes que inesperadamente prejudicam os neutrofilos
e precursores granulociticos induzindo agranulocitose, que é caracterizada por uma
profunda deplecdo dos neutrdfilos. A agranulocitose idiossincratica induzida por
xenobidticos envolve uma brusca depressdo de neutréfilos circulantes®2.
Substéncias toxicas que afetam células tronco induzem a faléncia medular, ai deve
ocorrer também anemia aplastica (supressdo da medula 6ssea)®>.

A leucemia mieloblastica aguda é a principal forma de leucemia associada a
exposicdo a farmacos ou produtos quimicos, seguida pelas sindromes
mieloblasticas. Isto representa uma resposta téxica que pode estar ligada a uma
anormalidade citogenética, em particular a perda de todo ou parte do cromossomo 5
e 7233.

Os dados apresentados na Tabela 5 relativos aos leucogramas de animais
tratados cm extrato de D. indica ndo apresentaram diferencas estatisticas, quando
comparados aos dados dos animais do controle negativo. Por outro lado, houve
diferenca quando comparados os dados dos animais do grupo controle positivo
(tratados com clobetasol) frente aos dados do controle negativo, indicando reducao
na contagem global de leucocitos e na contagem relativa de mononucleares
(linfécitos e mondcitos). Este achado serve bem para demonstrar que mesmo para

farmacos ditos seguros, isto ndo significa que eles sejam atéxicos ou ndo possam
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causar efeitos colaterais. A imunossupressao causada pelo clobetasol é bem
descrita na literatura, e € justamente por conta dela que os usuéarios deste farmaco
devem ser avisados que seu uso nao pode ser prolongado. A Comissao Nacional de
Incorporacdo de Tecnologias no SUS (CONITEC.) no dia 01/06/2012 apreciou a
proposta de incorporacdo no sistema do clobetasol para o tratamento tdpico da
psoriase. O clobetasol esta entre os farmacos corticosteroides de maior poténcia
farmacoldgica e, assim como os demais corticosteréides, o propionato de clobetasol
apresenta propriedade anti-inflamatéria, antipruriginosa, vasoconstritora e
imunossupressora e seu uso prolongado pode levar a imussupressao, atrofia
cutanea, alteracdo na pigmentacao e hipertricose (crescimento excessivo de pelos).
O uso em grandes superficies pode levar a absorcdo sistémica, com resultante
hipercortisolismo (producdo excessiva de horménios pela regido cortical da glandula
supra-renal), por isso € restrito, especialmente em criancas e ainda pode surgir a
forma pustulosa de psoriase como efeito rebote da retirada do corticide?**.

Os dados das analises bioquimicas foram apresentados na Tabela 6, onde é
possivel observar que também ndo houve alteracdes sérico-bioquimicas em animais
tratados com o extrato de D. indica em comparacdo aos animais dos grupos-
controle. Primeiramente, os valores da glicemia de jejum foram utilizados para
evidenciar algum efeito toxico ocorrendo sobre o pancreas, pois em toxicologia, a
hiperglicemia de jejum € utilizada como um marcador para identificar compostos com
efeitos toxicos sobre as células betas pancreaticas®®.

As concentracfes séricas de lipidios serviram para providenciar evidéncias
sobre eventuais efeitos téxicos sobre o metabolismo de lipidios e neste caso, o
figado seria o principal alvo da toxicidade®***’. Sabe-se que a hepatotoxicidade é
um dos principais motivos da retirada de farmacos do mercado e que ela pode levar
a alteracdes na biossintese de lipidios e esteatose hepatica®’. Os triglicerideos sdo
combustiveis metabolicos produzidos no figado e armazenados por células
especializadas chamadas adipécitos, estas células formam o tecido adiposo que
estd presente sob a pele, na cavidade abdominal e nas glandulas mamarias®®.
Quando o figado esta comprometido, existem falhas no transporte extra-hepatico de
triglicerideos que acabam acumulando no figado, causando esteatose hepatica e

8

alteracdes nos niveis de triglicerideos®®. Com relacdo aos niveis séricos dos
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triglicerideos ndo foram observadas diferengas estatisticas entre os animais do
grupo tratado com extrato de D. indica e animais dos grupos-controle.

A ureia é um produto do catabolismo de aminoacidos e proteinas, gerada no
figado, é a principal fonte de excrecao do nitrogénio do organismo atraveés da urina e
suor. E livremente filtrada pelos glomérulos e reabsorvida em média 40% pelos
tubulos proximais e esta diretamente ligada ao grau de hidratacdo do individuo e o
metabolismo proteico. Os niveis sanguineos de ureia constituem uma indicador da

funcéo renal e podem servir como indice da taxa de filtracdo glomerular®®

. Quando
0s niveis de ureia estdo elevados, existe indicios de sobrecarga renal, insuficiéncia
renal aguda ou, ainda, de aumento no catabolismo protéico®*’. Em animais tratados
com o extrato de D. indica, as concentracfes inalteradas de ureia sérica reforgcaram
a ideia de que nao foram induzidos efeitos toxicos sobre 0s rins.

A atividade inalterada das aminotransferases ou transaminases providenciou
evidéncias adicionais sugestivas da integridade de 6rgaos, tais como cérebro,
figado, rins e coracdo, principalmente. As transaminases estdo amplamente
distribuidas nos tecidos, a AST predomina no figado, coracdo, musculo cardiaco,
musculo estriado, rim e pancreas, e a ALT no figado, rim e coracdo®®. A ALT,
também conhecida como transaminase piravica (TGP) tem origem citoplasmatica, se
elevando rapidamente no caso de lesdo hepatica e por isso € um marcador
importante da fungéo hepética causada por medicamentos®*.

A AST é um marcador de dano celular importante que serve para avaliar a
exposicdo a substadncias quimicas. Também conhecida como transaminase
oxalacética (TGO), é encontrada em diferentes 6rgdos e tecidos conforme ja
mencionado. A AST pode estar elevada quando o individuo é portador de hepatite
téxica, cirrose, pancreatite, carcinoma e choque prolongado®*®. Esta enzima esta
presente no citoplasma e mitocOndrias, portanto sua elevacdo indica um
comprometimento celular profundo, podendo no caso do hepatécito ser devida a
necroses medicamentosas e isquémicas. Quando seus valores estdo aumentados é
indicativo de infarto agudo do miocardio, infarto pulmonar, infarto renal, na embolia
pulmonar, dermatomiosite, cirrose alcodlica, hepatites induzidas por drogas, anemias

14*, Como foi observado no

hemoliticas, pancreatite e acidente vascular cerebra
presente estudo, o tratamento experimental com extrato de D. indica ndo causou

alteracOes na atividade da AST em comparag&o aos grupos-controle.
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Os Ultimos resultados a serem discutidos dizem respeito ao teste de
fotossensibilidade cutanea induzida pelo extrato de D. indica. Este ensaio trouxe
informacdes importantes que deverdo ser consideradas na eventualidade do extrato
tornar-se constituinte de um novo medicamento. Os achados deste estudo indicaram
que o extrato possui propriedades fotossensibilizantes préximas aquelas do
metdxipsoraleno, farmaco utilizado como controle positivo neste experimento e, na
clinica utilizado como fotossensibilizante para fazer fototerapia'****>'*3, Uma vez
que os tratamentos realizados foram feitos com o extrato e nado através de
substancias isoladas, a despeito do extrato ter sido padronizado em acido betulinico,
tornou-se complicado inferir que o efeito fotossensibilizante foi devido a um
constituinte em particular e ndo outro. Por outro lado, como citado na referencial
tedrico, existem relatos de fotossensibilidade causada por flavonoides®, que estéo
entre os principais constituintes do extrato avaliado™. A fotorreatividade de alguns
flavonoides é evidente, pois alguns deles tem papel fisiol6gico na fotossintese®®%°. A
fototoxicidade do acido betulinico também ja foi avaliada anteriormente, sendo que
os estudos relataram ndo ter observado este efeito sendo causado pelo acido
betulinico extraido de Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl, Verbenaceae®®.
Cabe explicar que o efeito fotossensibilizante do extrato avaliado nao significa uma
forte limitacdo para seu uso, mas que obviamente uma recomendacao devera incluir
a informacédo de que uma vez aplicado sobre uma area cutanea, esta devera ser
protegida contra radiacdes UV presentes na luz solar e artificial. Varios farmacos
ditos seguros e utilizados na clinica possuem esta caracteristica, tais como a
hidroquinona®**, fluoroquinolonas®®®, amiodarona®?®, entre outros que devem ser
utilizados com precaucbes. No caso do extrato acetato de etila de D. indica é
possivel especular que suas propriedades fotossensibilizantes poderiam ser
utilizadas com beneficios, se considerado o caso do tratamento de lesdes através da
fototerapia. E possivel imaginar situacdes nas quais o extrato fosse aplicado por
suas propriedades anti-inflamatérias e antioxidantes**, sendo utilizado também para
fazer a fototerapia. Esta possibilidade precisa ser mais bem avaliada em estudos
futuros. Embora ndo fosse objetivo deste estudo, vale comentar que o emprego do
metoxipsoraleno como controle positivo teve complicacdes, pois mais de uma vez foi

observada mortalidade em animais tratados com esta droga.
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6. CONCLUSOES

Os dados obtidos no presente trabalho permitiram concluir que:
- O extrato acetato acetato de etila do fruto de D. indica aplicado topicamente na
dose 150 mg/mL (100 pL) diariamente por 10 dias ndo causou mortalidade em
camundongos;
- O referido tratamento n&do causou efeitos adversos, tais como alteragcdes do
comportamento, alteragdes neuromotoras, padrdes nutricionais e alteragcbes
gastrointestinais;
- Animais tratados com o referido extrato ndo apresentaram alteracdes na forma e
peso de érgaos, tais como: rins, figado, baco e coracao;
- Nao foram detectadas alteracBes hematologicas e sérico-bioquimicas associadas
ao tratamento dos camundongos com extrato acetato de etila do fruto de D. indica;
- Por outro lado, os dados do ensaio de fotossensibilidade indicaram um potencial

fotossensibilizante para o extrato extrato acetato de etila do fruto de D. indica.

6.1 PERSPECTIVAS FUTURAS

Os grupos de pesquisa envolvidos na geracao desta dissertacdo consideram
a partir de agora:
- Desenvolver um novo estudo de atividade antipsoriatica do extrato acetato de etila
do fruto de D. indica e do &cido betulinico purificado, utilizando o modelo de lesbGes
psoriasiformes induzidas em camundongos com imiquimode. Este € um modelo
inovador que tem sido considerado entre os mais apropriados para o estudo das
propriedades antipsoriaticas de novos farmacos*®;
- Articular e dar inicio a um ensaio clinico de avaliacdo de eficacia e seguranca do

extrato acetato de etila do fruto de D. indica em pacientes portadores de psoriase.
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ANEXO

ANEXO A- Parecer Aprovacdo do Comité de Etica

_ UNNERSIDADE OO SUL DE SANTA CATARINA
COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS — CEUAUNISUL
Falhoga, 30 de maio de 2016

Regisira na CEUA (cadigo): 15.041.4.01 .1V

Ao PasquisadenProfessona): Maicon Roberto Kviecinski

Prazadco{a),

Viemes por meio deste, cerificar que a proposta de estudo e'ou projeto de pesguisa
intitulada “Estude da toxidade pré-clinica do exirate padronizado acetato de ebla da frubs da
Ditlenvia imdica”, registrada com o n' = M1A1 1y sob a responsabilidede d= Maicon Rloberio
Kwiecinski - que envaolve a manubengio ou viilizagao de modelos animais perdencanlas
an fil Chorcaha, subfile Vedeheata (exceto humanos), para fing de pesquisa clentlfica
(ou ensingl - enconira-se de acordo com of precellos da Lei Federal n* 11.724, de B de
outubro de 2008, do Decreto n® 6,889, de 15 de julho de 2009, & com as normas ediladas
pale Conselho Macional de Conirale de Expermaniagads Animal [CONCEA]}, & i
apravado pela COMISSAD DE ETICA NO USD DE ANIMAIS (CEUA) desta Instituigac,
e reunido de 24/05/ 2018,

A CEUAUMNISLUL form par inalidade surmprin & fazes sumpar, na &mbito da UMISUL
e nos limites de suas alribuicdes, os disposios na legislacdo Federal aplicével a crizgao,
manutenzao e 8 ulilizagao de animais em atividades de ensing @ de pesquisa, realizadas
palos corpos docente, discents e técnico-administrative da UNISUL e pesquisadores de
ouiras instituighes, caraclerizando-se a sua atuagio como educatva, consulliva, de
assessoria e fiscalizapdo nas questtes relativas 3 matéria, sob os aspectos: | - Etica; 11 -
Legal: enguadramenic na legislagaos vigente.

Goetariamos de salisntar que, ermnbora aprovedoe, gualguer aleracdc dos

procedimentes 8 metodologias que houver duranite a realizagio do projels em questan,
fi inlarm irmedi i

Alenciosamente,
el ;

Frof-{Sandra Melim Sgroft
Codrdgnador da Comissdo
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