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RESUMO

GAZDA, Valéria Elisa. Abordagem Quimica e Estudo da Atividade Biologica das
Raizes de Chiococca alba (L.) Hitchc. (RUBIACEAE). Orientadora: Nancy dos
Santos Barbi. Rio de Janeiro: UFRJ, 2004. Dissertagdo de Mestrado em Ciéncias

Farmacéuticas.

A Chiococca alba (L.) Hitchc. (Rubiaceae) ¢ um arbusto conhecido como “cainca”
que tem sido usado na medicina popular do Brasil e outras partes da América do Sul e
Central como anti-reumdtico, emético, purgativo, diurético, febrifugo, tonico,
antiinflamatodrio, antiviral, antiedematogénico, afrodisiaco e antiofidico. Até hoje foram
descritos poucos estudos quimicos, farmacoldgicos e toxicologicos para a espécie. O
presente estudo teve como objetivo prover dados em relagdo a seguranca do extrato
etanolico das raizes de Chiococca alba, enfatizando toxicidade aguda, subaguda e
mutagénese, além de avaliar sua propalada atividade analgésica. A andlise do extrato
etanolico por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), permitiu sugerir perfis
estruturais que poderdo auxiliar em estudos fitoquimicos futuros visando o isolamento
de metabolitos secundarios.

Para a avaliagdo da toxicidade aguda foram administradas doses unicas do extrato
etanolico por via oral, intraperitonial e subcutanea a camundongos Suicos Albinos
machos e fémeas. Nao foi observada efeito toxico apds a administragao oral de
2000mg/kg do extrato da planta. Sintomas como hipoatividade, ataxia e letargia foram
observados em doses menores ou iguais a 62,5mg/kg de peso corporal por via
intraperitonial. O NOAEL (nivel maximo de dose em que ndo se observam efeitos
adversos) para doses repetidas por administragao oral foi de 2000mg/kg/dia e menor que

31,3mg/kg/dia para a via intraperitonial. Estes resultados indicam, preliminarmente, a
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seguranca do uso da “cainca” por via oral. A genotoxicidade das raizes de Chiococca
alba foi avaliada no teste Salmonella/microssoma sem ¢ com a adi¢cdo da mistura S9. O
extrato testado até o limite de toxicidade (500 a 5000ug/placa), nao foi mutagénico para
as cepas testadas TA 97a, TA 98, TA 100 e TA 1535.

Os resultados obtidos da analise do extrato etanolico das raizes de C. alba por
CLAE permitiram sugerir a presenga de acidos fendlicos, antraquinonas, iridéides e/ou
seco-iriddides e fenilpropanodides. O fracionamento do extrato forneceu uma mistura de
acidos graxos e um triterpeno acido, identificado como acido ursélico. Nao foi detectada
a presenca de alcaldides no extrato estudado.

O efeito analgésico atribuido as raizes de C. alba foi comprovado através do teste de

inibi¢do do nimero de contor¢des induzidas pelo acido acético em camundongos.

Palavras Chaves: Chiococca alba, Rubiaceae, farmacologia, toxicologia e perfil

quimico.
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ABSTRACT

GAZDA, Valéria Elisa. Chemical Approach and Biologycal Activity from Roots of
Chiococca alba (L.) Hitchc. (RUBIACEAE). Orientadora: Nancy dos Santos Barbi.

Rio de Janeiro: UFRJ, 2004. Dissertagao de Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas.

Chiococca alba (L.) Hitchc. (Rubiaceae) is a shrub known as “cainca” which has
been used in folk medicine in Brazil and other parts of South and Central America as
anti-rheumatical, an emetic, purgative, diuretic, fefrifuge, tonic, antiinflammatory, an
antivirus, an antioedematogenic, an aphrodisiac and against snakebite. Until day few
chemical, pharmacological and toxicological studies of this species have been reported.
The present study was undertaken to provide a set of data on the safety of the ethanolic
extract of Chiococca alba roots, emphasizing acute, subacute toxicity and mutagenicity.
The HPLC analysis of the extract made it possible to characterise some structural
profiles that may helps phytochemical studies, leading to isolation of secondary
metabolites.

Single doses of were given orally, intraperitoneally or subcutaneous to male and
female Swiss albino mice. No toxicity was observed after oral administration with
2000mg/kg of the extract. Symptoms (e.g. hypoactivity, ataxia and lethargy) were
observed at doses >62,5mg/kg of body weight in intraperitoneal route of administration.
The NOAEL (no observable adverse effect level) for repeated doses for oral
administration was up to 2000mg/kg/day and low to 31,3mg/kg/day for intraperitoneal
route. These results suggested the safety on the use of “cainca” by oral route.
Genotoxicity of Chiococca alba roots was evaluated in the Salmonella/microssome
assay without and with S9 mixture. The extract, tested up to the toxicity limit (500-

5000pg/plate), was not mutagenic to strains TA 97a, TA 98, TA 100 and TA 1535.

14



The analysis of ethanolic extract from roots of C. alba was performed by HPLC has
provided evidence on the existance of phenolic acids, anthraquinones, iridoids and/or
seco-iridoids and phenylpropanoids. The fractionation of the ethanolic extract furnished
a mixture of fatty acids and an acid triterpene, which was identified as ursolic acid.
After investigation no alkaloids were found in the extract.

The ethanolic extract from roots of C. alba has shown a good activity (writhing test).

Keywords: Chiococca alba, Rubiaceae, pharmacology, toxicology, chemical profile.
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LISTA DE SIMBOLOS, SIGLAS E ABREVIATURAS

ul: microlitro(s)

Amax: comprimento de onda(s) no(s) méaximo(s) de absorbancia
°C: graus Celsius

2-AA: 2-aminoantraceno

2-AF: 2- aminofluoreno

2-NF: 2-nitrofluoreno

4-NQNO: 4-nitroquinolina-N-6xido
5-HT,A: serotonina

Anvisa: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
AS: azida sédica

CC: cromatografia em coluna

CCD: cromatografia em camada delgada
CG: cromatografia em fase gasosa
CLAE: cromatografia liquida de alta eficiéncia
col.: colaboradores

Da: daltons

DLsy: dose letal mediana

DLA: dose letal aproximada

DMSO: suféxido de dimetila

DMT: N,N-dimetiltriptamina

DNA: 4cido desoxirribonucleico

EDTA: 4cido etilenodiaminotetracético
EM: espectrometria de massas

EROD: etoxirresorufina-O-desetilase

et al.: e colaboradores (et alii)

EUA: Estados Unidos da América

eV: elétrons-volt

g: grama(s)

G: forga da gravidade

GABA: 4cido y-amino-butirico

h: hora(s)
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his": auxotrofilia para o aminoacido histidina
his": prototrofia para o aminoécido histidina
kg: quilograma(s)

1: litro(s)

LCso: concentragao letal mediana

m/z: relacdo massa/carga

m: metro(s)

MAO: monoamina oxidase

mg: miligrama(s)

min: minuto(s)

ml: mililitro(s)

mM: milimolar

MS: Ministério da Satde

n: namero de animais ou réplicas

NADP: adenina nicotidanamida difosfato
NADPH: adenina nicotinamida difosfato-P
nm: nandometro(s)

NOAEL: No Observed Adverse Effects Level ou nivel méximo de dose em que nao se
observam efeitos adversos

pag: pagina(s)

ppm: partes por milhdo

PROD: pentoxirresorufina-O-despentilase
RDC: Resolugdo da Diretoria Colegiada
rpm: rotagdes por minuto

THH: tetraidroarmina

t;: tempo de retengao

TRIS: [2,4,6-tris(dimetilaminometil)-fenol]
UV: ultravioleta

v/v: volume a volume

EtOH: etanol

MeOH: metanol

17



LISTAS DE FIGURAS

Figura 1: Diversidade quimica e distribui¢cdo dos principais constituintes nas quatro
subfamilias: Ixoroideae (IXO), Cinchonoideae (CIN), Rubioideae (RUB) e
Antirheoideae (ANT) pertencentes a familia Rubiaceae (BOLZANI et al,

200D )ttt et b et h bt et e e a e bt et e n e e bt e beenee bt enbeeaean 29
Figura 2: Psycotria viridis (RUiz €t Pavon)...........cccccuveeiiiiiiiieeiiieeie e 37
Figura 3: Chiococca alba (L.) HItChC. .......c.cocciiiiiiiiiiiiiii e 38
Figura 4: Alcaldides quinolinicos isolados das raizes de C. alba............cccccvvevueruenn. 42
Figura 5: Hidroxicetonas de C. @lBa...........c..cccueevuieeiiecuiiniieiiieeieecieeeie e eveeiee e 43
Figura 6: Triterpeno isolado das raizes de C. alba.............cccveevcuvievcrieenciiieiiieeiiieeeieen, 43
Figura 7: Iridoides e seco-iridoide isolados das raizes de C. alba.................ccccucuce.... 44
Figura 8: Nor-seco-pimarano isolado das raizes de C. alba.............ccoecvevcvvevvenceeannnne. 45
Figura 9: ACIAO UISOLICO. ......veeeeeeeeeeeeeeeeeee et

Figura 10: Proposta de fragmentagao do éster metilico do acido ursdlico sob impacto de
CIELIONS @ TOCV ..ttt ettt ettt bt e e e bt e eabeesaeeenbeeees 85
Figura 11: Antraquinonas de RUbiaceae............ccceeuieiiieiiienieiiieiieciceee e 88
Figura 12: Oscilagdes dos pesos dos camundongos machos apds dose unica do extrato
etanolico de C. alba por Via OTal.........cc.eeecviieiiiiiiiiiccee e 103
Figura 13: Oscilagdes dos pesos dos camundongos fémeas apds dose unica do extrato
etandlico de C. alba Por Vi OTal.........c.cocuieiiiiiiiiiieieeee et 103
Figura 14: Oscilagdes dos pesos dos camundongos machos apds dose unica do extrato
etanolico de C. alba por via intraperitonial............cceeevieieriiieeiieeeieeeie e 107
Figura 15: Oscilagdes dos pesos dos camundongos fémeas apos dose unica do extrato
etandlico de C. alba por via intraperitonial.............ccccueevieriieiienieeiieee e 108
Figura 16: Oscilagdes dos pesos dos camundongos machos apds dose unica do extrato
etanolico de C. alba por via SUDCULANEA. ..........ccccureeriieeriie e e 112
Figura 17: Oscilagdes dos pesos dos camundongos fémeas apds dose unica do extrato
etandlico de C. alba por via SUDCULANECA. ..........cccuieruieeiieiieeieeiie ettt 112
Figura 18: Atividade EROD (etoxirresorufina-O-desetilase) de camundongos tratados
com doses repetidas por via oral do extrato etandlico de C. alba na dose de

2000mg/kg/dia Por 14 dias. .....c.ceeiiiiiiiiiieie e 119

18



Figura 19: Atividade PROD (pentoxirresorufina-O-despentilase) de camundongos
tratados com doses repetidas por via oral do extrato etanodlico de C. alba na dose de
2000mg/kg/dia POr 14 dias......cceeeiieiiieiiieiieeieee ettt 119
Figura 20: Curva de sobrevivéncia dos camundongos machos que receberam doses
repetidas do extrato etanolico de C. alba por via intraperitonial por 14 dias
COMSECULIVOS. ¢ttt ettt eatte ettt et e it et e sat e e bt e e st e e bt e sab e e bt e e st e e bt e sateebeeeabeebeesabeenbeeenneeneee 127
Figura 21: Curva de sobrevivéncia dos camundongos fémeas que receberam doses
repetidas do extrato etandlico de C. alba por via intraperitonial por 14 dias
COMSECULIVOS. ¢ttt ettt ettt et e sa e e bt e eab e et e sae e e bt e e ab e e bt e sabe e bt e eabeenbeesabeenaeeenneennee 127
Figura 22: Numero de contor¢des induzidas por acido acético 0,6% em camundongos
machos tratados com o extrato etanolico de C. alba por via oral na dose de
SOOMG/KE. .ttt ettt ettt et e et e e sea e e beesaeeenbeeesaeenbeeeabeenseeenseenseens 144
Figura 23: Numero de contor¢des induzidas por acido acético 0,6% em camundongos
fémeas tratados com o extrato etanolico de C. alba por via oral na dose de

SOOMG/KE. ..ttt ettt et ettt e et e st e et esat e e bt esabeenbeeeaaean 145

19



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Acidos graxos identificados na fragio Ca3950 do extrato etandlico das
TAIZES A€ C. AIDA. ... 80
Tabela 2: Sinal eluido de C. alba, seus maximos de absor¢do e possivel correlagao
com antraquinonas descritas na literatura para Rubiaceac (WIJINSMA &
VERPOORTE, 1980)......citiiiiiiiniiieieteteeese ettt 90
Tabela 3: Maximos de absorcdo observados nos espectros de UV das substincias

eluidas em 28,7, 30,2 e 33,1 min. e possivel correlacdo com iridoides isolados de

Tabela 4: Maximos de absor¢do observados nos espectros de UV das substancias

eluidas em 34,6, 39,8 e 42,0 min. e possivel correlagdo com acidos hidroxicindmicos

(HARBONE, 1986)....c..ciitiiieiiiiiieieeesiteie ettt sttt sttt 94
Tabela 5: Toxicidade aguda do extrato etandlico de C. alba pelas vias oral,
intraperitonial € SUDCULANEA. ..........ceeiiieeiiieeiiiecee e e 99
Tabela 6: Toxicidade aguda do extrato etanolico de C. alba por via oral.................. 101

Tabela 7: Ganho de peso dos camundongos tratados com dose unica do extrato
etandlico de C. alba Por Vid OTal..........ccccuieiieiiieiieieeieeeee et 181
Tabela 8: Toxicidade aguda do extrato etandlico de C. alba por via
INEFAPETTEONIAL ...ttt ettt ettt et esaeeeaeeas 105
Tabela 9: Ganho de peso de camundongos tratados com dose Unica do extrato
etandlico de C. alba por via intraperitonial..............ccceevieeviienieeiiienieeieesie e 106
Tabela 10: Toxicidade aguda do extrato etandlico de C. alba por via
SUDCULANEA. ....eeuviieiiiieeiieeeieeeeiee et e et e et e e st e e e teeeesbeeesaseeesasaeessseeesseeensseesnsseesnseeas 109
Tabela 11: Ganho de peso de camundongos tratados com dose Unica do extrato
etandlico de C. alba por via SUDCULANECA...........cccuieriieiiieniieeiieeie et e ere e ens 111
Tabela 12: Ganho de peso de camundongos tratados com doses repetidas do extrato
etanodlico de C. alba por via Oral..........ccceeveiiiiiiiiiniiniiceeee e 114
Tabela 13: Peso (g) dos 6rgdos de camundongos tratados com o extrato etandlico de
C. alba por via oral em doses repetidas por 14 dias..........ccceeeeereeienciienienciienieeeeenne, 115
Tabela 14: Ganho de peso (g) de camundongos tratados com doses repetidas por via

INEFAPETTEONIAL ...ttt et ettt et e eaeeas 122

20



Tabela 15: Peso (g) dos 6rgaos de camundongos tratados com o extrato etandlico de
C. alba por via intraperitonial em doses repetidas por 14 dias..........cccceeervereennennee. 124
Tabela 16: indices hematimétricos de camundongos tratados com doses repetidas do
extrato etanolico de C. alba por via intraperitonial.............ccceevveeeiieniienienieecieennens 130
Tabela 17: Leucograma dos camundongos tratados com doses repetidas do extrato
etanolico de C. alba por via intraperitonial..........c.cccccvveeviieeriiieniieeeee e 133

Tabela 18: Avaliagdo do potencial mutagénico do extrato etanodlico de C. alba, em

CEPAS A€ S. LYPAIIMUFTUM ...ttt ettt et eaae e 136

21



INDICES DE CROMATOGRAMAS

Cromatograma 1: Cromatografia com fase gasosa da fracdo Ca3950..........ccccceeuvenneee. 80
Cromatograma 2: Cromatografia liquida de alta eficiéncia do extrato em etanol das

TAIZES A€ C. IBG oo e et e e e e e e e e et e e e e e e e e e e reaeaeaeaenaae 86

22



INDICES DE ESPECTROS

Espectro 1: Espectro de massas, por impacto de elétrons a 70eV, do 4acido
NEXAAECANOICO. ...ttt ettt et ettt e st esaeeens 81
Espectro 2: Espectro de massas, por impacto de elétrons a 70eV, do 4cido
OCtAACCANIOICO. ...ttt ettt ettt b et et e sbe et sbtesbeesbesatenbeebesaeens 81
Espectro 3: Espectro de massas, por impacto de elétrons a 70eV, do acido
CICOSANOICO. ¢..eeettentieeiteette et eette et e ett e et e esbte e bt e ebeeeabeesabeeabeessaeeabeeesteeabeesabeenbeasnbeenbeesnneans 82
Espectro 4: Espectro de massas, por impacto de elétrons a 70eV, do 4cido
AOCOSANOICO. ...ttt ettt ettt et s bt ettt sbt et eaeesaeenees 82
Espectro 5: Espectro de massas, por impacto de elétrons a 70eV, do acido
EEITACOSANOICO. ... eutieiieeniie ettt ettt ettt e st e b e s it e et e esat e et e e shbeeabeesbbeenbeesaeeeabeenneeenseenee 83
Espectro 6: Espectro de massas, por impacto de elétrons a 70eV, do 4cido
UTSOLICO. ¢+ttt ettt et h et e a e sb e bt et s bt e bt et e sate bt et e saeenbeenees 84
Espectro 7: Espectro no UV da substancia eluida em 7,8 min. do extrato etandlico das
TAIZES A€ C. LD ...ttt 87
Espectro 8: Espectro no UV da substancia eluida em 10,8 min. do extrato etanolico das
TAIZES A€ C. QLD ..ottt et 87
Espectro 9: Espectro no UV da substancia eluida em 27,4 min. do extrato etandlico das
TAIZES A€ C. AIDA. ..ottt et 89
Espectro 10: Espectro no UV da substancia eluida em 28,7 min. do extrato etandlico das
TAIZES A€ C. QLD ...ttt ettt 91
Espectro 11: Espectro no UV da substancia eluida em 30,2 min. do extrato etanolico das
TAIZES A€ C. AIDA. ..ottt et 91
Espectro 12: Espectro no UV da substancia eluida em 33,1 min. do extrato etandlico das
TAIZES A€ C. AIDA ..ottt et 92
Espectro 13: Espectro no UV da substancia eluida em 34,6 min. do extrato etanolico das
TAIZES A€ C. AIDA. ..ottt 95
Espectro 14: Espectro no UV da substancia eluida em 39,8 min. do extrato etandlico das
TAIZES A€ C. QLD ...ttt ettt 95
Espectro 15: Espectro no UV da substancia eluida em 42,0 min. do extrato etanélico das

TAIZES A€ C. QIDA oo 96

23



INTRODUCAO

Calcula-se que o numero de espécies vegetais presentes no planeta esteja
compreendida entre 250.000 a 500.000, sendo que menos de 5% foram exploradas
quanto ao aspecto fitoquimico e menor ¢ a percentagem das que foram avaliadas quanto
a atividade bioldgica. A grande maioria das espécies vegetais utilizadas na medicina
popular, ndo tem suas eficacia e toxicidade esclarecidas (FERREIRA, 1998).

Em se falando de plantas utilizadas na medicina popular, ndo se pode deixar de
mencionar a posicao do Brasil, pois para o qual estima-se possuir em torno de 120.000
espécies de plantas superiores. Basicamente, a utilizacdo do potencial brasileiro situa-se
na forma extrativista (FERREIRA, 1998). O conhecimento sobre a maioria das espécies
fica restrito aos dados empiricos e etnofarmacologicos, pois pouco se conhece a respeito
das substancias quimicas responsaveis pelas agdes farmacoldgicas. Muitas das espécies
medicinais sdo exoticas, originarias da Europa, com técnicas de cultivo apropriadas
daquela regido, mas que ainda nao foram adaptadas as condi¢des climaticas brasileiras.
Segundo a Associagdo Brasileira da Industria Fitoterapica (ABIFITO), dos 206
fitoterapicos registrados no pais em 2003, 89% eram elaborados com plantas européias
(SABINO, 2004). Apesar de serem utilizadas popularmente no Brasil cerca de 300

espécies, somente 10% sdo nativas.

Quando utilizados de maneira adequada, os fitoterdpicos apresentam efeitos
terap€uticos as vezes superiores aos dos medicamentos convencionais, podendo
apresentar efeitos colaterais mais suaves. Um exemplo ¢ a “valeriana”
(Valeriana officinalis), que vem sendo usada no tratamento de insbnia e que, ao
contrario dos medicamentos convencionais, ndo provoca dependéncia nem tolerancia.
No entanto, se ingerida em grandes quantidades e por tempo prolongado, ela pode ser

toxica para o figado. A utiliza¢do inadequada dos fitoterapicos, como automedicagao,

24



pode trazer uma série de danos. E o caso do Hypericum perforatum (Hypericaceae),
chamado popularmente de “erva-de-sdo-jodo”, planta muito utilizada como
antidepressiva por interferir na recaptacao de serotonina € outros neurotransmissores.
Além de apresentar efeitos adversos, como a fotossensibilidade devido a presenga de
hipericina, também interfere nas concentra¢des plasmaticas de um grande nimero de
medicamentos alterando suas biodisponibilidades (OLIVEIRA, AKISUE & AKISUE,
1996). Dados mostram que 4% das causas de interna¢do de pacientes em hospitais na
Coréia do Sul sdo devidas ao uso abusivo de plantas medicinais. O mesmo acontece em
outros paises asiaticos (DI STASI, 1996). No Brasil ndo h4 dados precisos, uma vez
que problemas como esse ndo sdo de notificagdo obrigatoria aos servigos de saude. Ao
contrario dos medicamentos convencionais, que possuem concentracdes conhecidas de
principios ativos, ou seja, das substancias responsaveis pelos efeitos, nos fitoterapicos
0s principios ativos na maioria das vezes sdo desconhecidos, coexistindo com uma série

de outras substancias presentes nas plantas.

O mercado brasileiro de fitoterapicos apresenta muitos problemas. A comegar
pelos extratores, pagos pela indlstria para tirar da natureza as plantas necessarias a
produgdo dos comprimidos, extratos e chéas. Os extratores sdo normalmente moradores
de regides proximas as matas e, teoricamente, conhecem as espécies pelo menos de
forma empirica. A falta de identificacdo botanica faz com que espécies semelhantes
e/ou com a mesma sinonimia popular, apresentando composi¢do quimica diferente, com
constituintes algumas vezes potencialmente toxicos, sejam coletadas erroneamente por
estes “mateiros”. Somam-se ainda problemas relacionados a falta de controle da
qualidade, fraudes ou adulteragdes e fiscalizagdo deficiente. Quanto as espécies nativas,
sdo escassos o0s conhecimentos agronOmicos, quimicos, farmacologicos e

principalmente toxicologicos.
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O crescimento do mercado de fitoterapicos e seu uso indiscriminado, baseado na
crenca de auséncia de efeitos colaterais, tem gerado certa preocupagdo entre 0s
cientistas. A maioria das plantas medicinais e chas vendidos no mundo nao ¢ licenciada,
ou seja, esta a disposi¢do dos consumidores de maneira clandestina. A maior parte
desses produtos estd no mercado sem nenhum critério cientifico. Além disso, a
automedicagdo ¢ um grande problema porque muitas pessoas utilizam plantas que
crescem nos proprios quintais ou as coletam em terrenos baldios ou florestas.
Eventualmente, essas plantas sdo confundidas com outras que possuem caracteristicas
semelhantes, como o mesmo tipo de folhas, flores, frutos, caules ou raizes. As pessoas
desconhecem que a quantidade de principios ativos contida nas plantas pode variar de
acordo com a idade da planta, a época da colheita, o tipo de solo, a parte utilizada e as
condi¢des de estocagem. Plantas que crescem muito proximas a rodovias, por exemplo,
apresentam concentragdo elevada de metais como chumbo e aluminio, dentre outros,
cujos efeitos podem ser indesejaveis.

Um exemplo marcante sobre efeito toxico de plantas medicinais no Brasil esta
relacionado ao uso do “confrei” (Symphytum officinale) pertencente a familia
Boraginaceae. No inicio dos anos 80, foi amplamente divulgado na imprensa que esta
planta teria fantasticas propriedades terapéuticas para uma série de doencas, incluindo a
leucemia e até mesmo o cancer. A partir dai, muitas pessoas passaram a ingerir suco de
“confrei” (folhas com agua batidas no liqiiidificador) regularmente. No entanto, estudos
toxicologicos posteriores mostraram que o “confrei” possui substincias extremamente
toxicas para o figado, os alcaldides pirrolizidinicos, o que acabou culminando na
proibicdo de sua indicag@o para uso interno. Ja quando usado externamente, o “confrei”
apresenta excelentes propriedades cicatrizantes (ROBBERS, SPEEDIE & TYLER,

1997).
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Com o ressurgimento do interesse pela Fitoterapia reforga-se a preocupagao em
coibir a comercializagdo e utilizagdo de produtos que estdo no mercado, sem o prévio
conhecimento da acdo do seu principio ativo. Assim, ¢ indispensavel um rigoroso
controle da qualidade dos dados que revelam a origem de plantas medicinais utilizadas
nos medicamentos.

A Chiococca alba alvo deste estudo, constitui-se numa matriz de fitoterapicos de
ampla aceitagdo no mercado. Esta planta tem sido utilizada na medicina popular e
comercializada por industrias de fitoterapicos héa bastante tempo. Entretanto, a
observacdo, tendo como base uma pesquisa bibliografica, da escassez de estudos

quimicos e de atividade farmacologica e/ou toxicoldgica dessa espécie, coloca em

duvida a seguranga e a confiabilidade nas propriedades terapéuticas que a encerra.

1. A familia Rubiaceae

Rubiaceae ¢ uma das maiores familias dentre as Angiospermas e compreende
600 géneros e mais de 10000 espécies de habitos essencialmente tropicais. No Brasil, as
espécies de Rubiaceae sdo amplamente distribuidas nos mais variados ecossistemas
como a Amazdnia, Floresta Atlantica e Cerrado, predominando sob a forma de arvores e
semi-arbustos (BOLZANI et al., 2001). Isso confere as espécies grande variedade de

formas e estruturas.

1.1- Sistematica e Quimiossistematica

Esta familia tem sido dividida em diferentes subfamilias, baseando-se
essencialmente em alguns pardmetros morfologicos. Em 1988, Robbrecht, considerando
uma série de outras caracteristicas como a placentacdo, morfologia e anatomia dos
frutos e sementes, reformulou a distribuicdo das subfamilias e tribos de Rubiaceae. A

nova classificagdo botanica divide a familia em quatro subfamilias: Ixoroideae,
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Cinchonoideae, Antirheoideac e Rubioideac. De acordo com este autor, o
posicionamento das subfamilias e a determinagdo das tribos, géneros e espécies
continua problemdatica devido, principalmente, a falta de informagdes sobre
caracteristicas morfo-anatomicas. Considerando-se o perfil quimico desta familia,
existem muitas espécies sem qualquer estudo, o que ndo permite os taxonomistas de
realizar as divisdes na familia e subfamilia (BOLZANI et al., 2001).

A avaliagdo dos dados quimicos, aliados aos parametros citados por Robbrecht,
permite uma boa correlagdo entre as vias biossintéticas e os aspectos morfologicos das
subfamilias Ixoroideae, Cinchonoideae e Rubioideae. Cada uma destas subfamilias
apresenta um perfil diferente e tipico para iridoides, alcaldides inddlicos e
antraquinonas, que sdo considerados marcadores quimiotaxondmicos de Rubiaceae. Na
subfamilia Ixoroideae, os iridoéides sdo encontrados como marcadores
quimiotaxonomicos exclusivos, enquanto em Cinchonoideae os alcaldides inddlicos
predominam e, em Rubioideae, as antraquinomas estdo presentes como a principal
classe de metabdlitos secundarios. J& na subfamilia Antirrheoideae nao ha a ocorréncia
de nenhum destes marcadores quimicos, o que ¢ consistente com a divisdo proposta por
Robbrecht, considerando somente as informagdes morfologicas (BOLZANI et al.,
2001). Num estudo quimiotaxonomico, foi realizado uma triagem para iriddides
glicosidicos em varias espécies e baseado em dados obtidos por cromatografia em fase
gasosa acoplada a espectrometria de massas pode-se concluir que estes metabolitos
estdo presentes em todas as subfamilias de Rubiaceac (HIROYUKI et al., 1988). Os
géneros Rubia, Galium e Morinda sao importantes fontes de antraquinonas pertencentes
a familia Rubiaceae. As antraquinonas estdo presentes freqiientemente na forma de
aglicona, mas podem apresentar-se na forma de glicosideos mais raramente

(WIJINSMA & VERPOORTE, 1986).
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1.2-Estudos quimicos na familia Rubiaceae

Nos constituintes quimicos, a familia Rubiaceae apresenta grande diversidade de
metabolitos secundarios como iridoides, alcaldides inddlicos, antraquinonas,
flavonoides e outros derivados fenodlicos e terpendides (triterpenos, diterpenos), figura
1.

Os alcaldides indodlicos, que junto com as antraquinonas ¢ iriddides sao
considerados marcadores quimiotaxondmicos da familia, pertencem ao grupo de
metabolitos secundarios mais estudado, na tentativa de comprovar a correlagdo
filogenética entre a quimica e a taxonomia de Rubiaceae. Os alcaldides indolicos sdo,
quase sempre, produtos de condensagdo da triptamina (derivado do triptofano) com o
seco-iridéide secologanina. Evidéncias baseadas no esqueleto dos alcaloides indolicos
servem como base para tendéncias quimicas e morfoldgicas da ligagdo evolucionaria
entre Rubiaceae, Apocynaceae e Loganiaceae (BOLZANI et al., 2001).

Na familia Rubiaceae s3o encontrados os alcaldéides quinolinicos, que sdo
produto do rearranjo dos alcaldides indodlicos monoterpénicos e os alcaldides
isoquinolinicos, cujo esqueleto ¢ formado pela condensacdo da tiramina e secologanina,

originando os alcaldides do tipo emetina (SIMOES et al., 1999).

g 20 B Iridoides
&. 150 - @ Alcaldides Indolicos
g 100 - 0 Antraquinonas
= B Flavonoides
% 50 - O Triterpenos
% Bl Dervidos Fenolicos
~ 0 H Alcaloides
IXO CIN RUB ANT

Figura 1: Diversidade quimica e distribuicdo dos principais constituintes nas quatro
subfamilias: Ixoroideae (IXO), Cinchonoideae (CIN), Rubioideaec (RUB) e
Antirheoideae (ANT) pertencentes a familia Rubiaceae (BOLZANI et al., 2001).
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1.3-Estudos farmacologicos na familia Rubiaceae

Os produtos naturais sao uma fonte potencial de novos farmacos. Ao longo da
evolugdo a selecao natural e a competicdo entre as espécies tem produzido poderosos
principios ativos. A maioria das espécies brasileiras ainda ndo foi estudada,
representando um potencial econdmico a ser explorado, a fim de identificar novos
componentes, especialmente os agentes bioativos. Produtos naturais em geral, e as
plantas medicinais em particular, sdo importantes fontes de novas substancias quimicas
com potenciais aplicabilidades no tratamento de varias enfermidades. Sabendo-se que o
Reino Vegetal é rico em plantas com atividades farmacologicas, o estudo de suas
propriedades é uma estratégia util na busca de protétipos para novos farmacos.

Os alcaloides sdo substancias muito ativas conhecidas desde a antigiiidade. A
familia Rubiaceae é conhecida produtora deste tipo de metabodlito secundario e suas
propriedades analgésicas e antiinflamatorias ja foram estudadas em algumas espécies.
Diversas plantas, pertencentes ao género Psychotria, sao usadas na medicina popular
pelas suas agdes analgésicas baseadas nas propriedades que os alcaldides presentes
possuem. A Psychotria colorata (Willd.) contém alcaldides nas folhas e frutos que
apresentam atividade analgésica ligada a mecanismos central e periférico no alivio da
dor (ELISABETSKY et al., 1995).

Da Mitragyna speciosa Korth., uma arvore oriunda da Tailandia, foi isolado um
alcaléide majoritario (66%) denominado mitraginina (SHELLARD, 1983). Este
alcaloide possui atividade anti-noceptiva e antitussigena, mediada por mecanismos
centrais possivelmente ligados a ativacao de receptores opidides (MATSUMOTO et al.,
1996). O mesmo alcaloide foi encontrado em outra espécie do género Mitragyna, a
Mitragyna ciliata Acibrev. & Pellegt. e mostrou possuir atividade analgésica e

antiinflamatéria que suporta seu uso etnofarmacoldgico no tratamento de doencas
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infecciosas, bronco-pulmonares e reumatismo pela populagio da Africa, local onde a
planta ¢ freqiientemente encontrada (DONGMO et al., 2003). Uma avaliacao
farmacologica do extrato alcaloidico de Mitragyna inermis (Willd.) O. Kuntze, usada no
tratamento de doencas hepaticas, demonstrou que o mesmo provoca aumento na
excrecdo de bile em ratos. O efeito ¢ atribuido aos alcaldides presentes na planta,
principalmente a espiciofilina (constituinte majoritario) como responsavel pela agdo. No
mesmo estudo, a fragdo rica em alcaldides nao apresentou efeitos hepatotoxicos. Estes
dados indicam que ha atividade junto as células hepaticas sem a ocorréncia de necrose
dos hepatocitos (TOURC et al., 1996).

A Cephaelis ipecacuanha (Rich.) conhecida como “ipeca” e “ipecacuanha”,
dentre outras denominagdes populares, ¢ endémica na floresta tropical (MORS et al.,
2000). Esta espécie ¢ produtora de alcaldides como a emetina, muito utilizados como
emético, expectorante e também no tratamento da amebiase (TOKARNIA et al., 2000).
A emetina e seus andlogos ocorrem somente em trés familias vegetais, incluindo
Rubiaceae (WOLFGANG et al., 1984).

O “iombe” ¢ uma planta comum nas florestas da Republica de Camardes, Gabao
e Congo. Esta espécie denominada Pausinystalia yohimbe (K. Schum.) apresenta
principalmente alcal6ides inddlicos, sendo a ioimbina, componente majoritario, extraida
das cascas do caule. O efeito hipotensor por vasodilatacdo das regides vasculares
periféricas e acdo sobre a musculatura lisa que determina um aumento no ténus do
intestino sdo mediadas pela inibi¢do seletiva dos receptores a-2-adrenérgicos (SIMOES
etal., 1999).

O “café” é uma pequena arvore nativa das zonas montanhosas do sudeste da
Etiopia e sul do Suddo. Inicialmente cultivado pelos arabes, o emprego da

Coffea arabica L. disseminou-se rapidamente pelo mundo até alcancar o Brasil, que
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chegou a ser o primeiro produtor mundial. Esta espécie de Rubiaceae tem grande
importancia pela manufatura de uma bebida estimulante e alimenticia e para a extra¢ao
de cafeina. A cafeina entra na composicao de diversos analgésicos, antipiréticos e
antigripais, associada com dacido acetilsalicilico, paracetamol e a codeina no alivio ou
abortamento de crises de enxaqueca. Além disso, a cafeina isoladamente tem sido
utilizada como sonolitico, tonica e revigorante (SIMOES et al., 1999).

O uso de espécies de Rubiaceae para o tratamento do reumatismo é muito
comum. Um exemplo € a Paederia foetida L. (“prasarini”’) que ¢ utilizada no tratamento
desta doenga por possuir propriedades analgésicas e antiinflamatérias contra a artrite. O
extrato das folhas de P. foetida mostrou diminuir a formacao de granulomas, mediante
modulac¢do dos mediadores flogisticos da inflamag¢ao aguda e cronica. A natureza das
substancias responsaveis por esta atividade ainda sdo desconhecidas e encorajam novos
estudos (SUBRATA, RAVISHANKAR & BHAVSAR, 1994).

A Coutarea hexandra (Jacq.) K. Sch. ¢ amplamente distribuida nas florestas
tropicais e ¢ conhecida popularmente como “amora-do-mato”, dentre outras
denominag¢des (MORS et al., 2000). Esta planta € rica em metabolitos 4-aril-cumarinas
(MONACHE et al., 1983) e fenilcumarinas que apresentam comprovada agdo relaxante
muscular, avaliada em traquéia de “porquinhos-da-india” sem apresentar efeitos toxicos
quando administrada por via oral em camundongos (ARAUJO, THOMAS & PAULO,
1988).

Outra espécie freqiientemente encontrada no territorio brasileiro ¢ a
Borreria verticillatta (L.) Meyer, conhecida como “cordao-de-frade” e que possui
propriedades eméticas e antidiarréicas (MORS et al., 2000). A presenca de iriddides

isolados por Sainty e colaboradores, em 1981 e alcaldides indolicos isolados das partes
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aéreas da planta que exibem atividade antimicrobiana contra bactérias Gram positivas e
negativas (BALDE et al., 1989).

Uma Rubiaceae muito conhecida ¢ o “genipapo”, Genipa americana, que além
do seu uso alimenticio possui muitas atividades biolodgicas. As raizes possuem agao
purgativa e o decocto das folhas e cascas ¢ utilizado como catartico e anti-diarréico. Seu
uso também ¢é conhecido junto a tribos indigenas para a pigmentacao da pele nos rituais
religiosos e bélicos. Este uso provém da propriedade do suco dos frutos escurecer
quando exposto a luz ultra-violeta. A genipicina, um iriddide extraido dos frutos de
“genipapo” foi isolado por Djerassi, Gray & Kincl em 1960. A atividade destas
substancias foi avaliada contra cepas bacterianas onde foi observado efeito inibitério do
crescimento de microorganismos Gram positivos e negativos in vitro (TALLENT,
1964).

A Calycophyllum spruceanum DC., uma arvore que habita a regido Amazonica €
usada para o tratamento de numerosas enfermidades, incluindo micoses, infec¢des de
pele e estdmago e conhecida popularmente por “mulateiro”. Seu uso foi avaliado frente
a formas tripomastigotas de Trypanossoma cruzi. Os seco-iridoides isolados das cascas
desta planta apresentam fraca atividade antitripanossomal, mas contribui com o0s
esfor¢os no combate desta doenga que afeta cerca de 18 milhdes de pessoas na América
Latina (ZULITA et al., 2003).

Outra espécie de Rubiaceae que tem sido testada no tratamento de enfermidades
tropicais, como a malaria, é a Gardenia saxatilis Geddes. O uso dos seus brotos como
analgésico ¢ bastante difundido na medicina popular. Recentemente, os triterpenos
isolados destes brotos mostraram ter atividade contra o Plasmodium falciparium,

responsavel pela etiologia da malaria (SUKSAMRARN et al., 2003).
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1.4-Estudos toxicologicos na familia Rubiaceae

Apesar de Rubiaceae nao ser uma familia notadamente toxica, algumas espécies
apresentam toxidez cientificamente reconhecida como, por exemplo, espécies dos
géneros Palicourea, Pachystigma, Pavetta ¢ Fadogia. Algumas espécies desses géneros
causam lesdes cardiacas graves em bovinos apés a ingestdo das folhas. Na Africa, onde
ocorrem as espécies toxicas Pachystigma pygmaeum, Pachystigma thamnus,
Pavetta barborii, Pavetta schumaniana e Fagodia monticola, este tipo de intoxicacdo ¢
chamado de “gousiekte” (doenga rapida). Porém, até o momento, ndo foi determinado o
principio ativo responsavel pela toxicidade destas plantas (OLIVEIRA, AKISUE &
AKISUE, 1996).

No Brasil, a Palicourea marcgravii St. Hil., conhecida como “erva-de-rato”, é
uma das plantas toxicas mais importante do Brasil, devido a sua extensa distribuicao,
boa palatabilidade, alta toxidez e efeito cumulativo. Ela é responsavel por 80% de todas
as mortes em bovinos causadas por plantas toxicas (TOKARNIA et al., 2000).

Na toxicologia do género Palicourea, os frutos sdo considerados mais toxicos
que as folhas e flores. Em relacdo ao principio téxico, a presenga do dacido
monofluoroacético foi caracterizada na fragdo hidrossolivel das folhas de
Palicourea marcgravii por Oliveira em 1963. O acido monofluoraccético € o principio
ativo responsavel pelos sinais e sintomas da intoxicagdo aguda (DE-MORAES-
MOREAU et al., 1995).

O acido monofluoracético age interferindo no metabolismo energético celular,
mais precisamente no ciclo de Krebs. Quando ingerida, a substancia ¢ convertida em
fluorcitrato que, por sua vez, inibe a aconitase, enzima responsavel pelo desdobramento
do citrato resultando na interrup¢do do ciclo de Krebs. Somam-se, ainda, os efeitos

irritantes sobre as mucosas e a diminuicao dos ions calcio no sangue e nos tecidos por
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acdo dos radicais fluorados (TOKARNIA et al., 2000). Dois alcaldides isolados das
folhas de Palicourea marcgravii parecem ter influéncia sobre os efeitos toxicos: a N-
metiltiramina e 2-metiltetraiidro-f-carbolina (2-Me THBC). Quando administrados por
via oral, ambos sdo inibidores da monoamina-oxidase (MAQ), agindo como substratos
competitivos pela enzima; assim, a degradacdo das catecolaminas (adrenalina) fica
diminuida. Isto leva a uma forte estimulacdo adrenérgica dos receptores o ¢ [,
promovendo drastico aumento no ritmo cardiaco, aumento da pressdo sangiiinea ¢ da
demanda energética que se encontra inibida pela acdo dos fluoracetatos, além de sua
distribuicdo mais rapida pelos tecidos. A existéncia destes dois alcaldides pode explicar
as diferencas no periodo de laténcia observada entre eqiiinos, que apresentam mortes
entre 10 a 43 horas apds a ingestdo, enquanto os ruminantes apresentam quadros de
“morte subita”. O trato digestivo dos ruminantes mostra uma melhor absor¢do dos
alimentos, além do fato dos alcaldides encontrarem-se desprotonados e mais apolares no
ramen, resultando em alta reabsor¢do destas duas substancias pelo trato gastrointestinal.
O pH extremamente acido do estomago dos cavalos ¢ responsavel pela protonagdo
destes alcaloides, que sdo absorvidos em menor grau (KEMMERLING, 1996).

A dose letal aproximada (DLA) do extrato bruto das folhas de
Palicourea marcgravii para bovinos, caprinos e¢ coelhos foi calculada entre 650 a
750 mg/kg peso corporal por via oral. Os eqiliinos tém resisténcia bem maior e para eles
a dose letal chega a ser cinco vezes superior (TOKARNIA et al., 2000).

Estudos clinicos realizados com intoxicacdo experimental em animais
demonstraram que o sistema nervoso ¢ o principal alvo afetado pela
Palicourea marcgravii. Os monofluoracetatos sdo venenos, que nao sé bloqueiam o

ciclo dos 4&cidos tricarboxilicos mas também a sintese de glutamato, que esta
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profundamente envolvido no controle da atividade normal do cérebro e sua deplecao
produz convulsdes (GORNIAK et al., 1989).

Outra espécie da familia Rubiaceae envolvida em casos de intoxicacdo ¢ a
Cephaelis ipecacuanha Rich. Apesar de ser muito usada pelas propriedades eméticas e
anti-helminticas que possui, ¢ também capaz de produzir irritacdo cutdnea e nas
mucosas. O contato da planta com a pele determina lesdes irritativas com eritema,
bolhas e vesiculas; contato com os olhos ou exposi¢do em ambientes contaminados
pode ocasionar conjuntivites intensas ou um quadro asmatiforme com dispnéia, sibilos e
cianose. A ingestdo de doses excessivas de emetina provoca, inicialmente, irritagdo da
mucosa digestiva, nduseas, vomitos, cdlicas abdominais, diarréia e, posteriormente,
depressdo do sistema nervoso central, hipotensao, choque e 6bito (TOKARNIA et al.,
2000).

Uma Rubiaceae que tem despertado interesse por suas propriedades
alucinogenas ¢ a Psychotria viridis (Ruiz et Pavon), figura 2, planta ha muito utilizada
em associagdo com partes de Banisteriopsis caapi (Spruce) Morton (Malpighiaceae)
para o preparo de uma bebida psicoativa potente, utilizada em rituais espirituais e
medicinais, conhecida como “ayahuasca”. A mistura ¢ utilizada em varias regides da
floresta Amazdnica, mas principalmente por tribos do Peru e Bolivia, onde a beberagem
¢ conhecida como “jono pase”, “daime”, “caapi”, “esperanca-da-morte” (que na
linguagem inca significa “aya” = morte; “huasca” = esperanga) e “vinho-das-almas”
(McKENNA et al., 1984; DESMARCHELIER et al., 1996). No Brasil, estas duas
plantas fazem parte do ritual realizado pela comunidade do Santo Daime no norte do

pais (CALLAWAY et al., 1996; GROB et al., 1996).
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Figura 2:  Psychotria  viridis (Ruiz et Pavon) - (Disponivel em
http://www.google.com.br. Acesso em: 20 jan. 2004).

O efeito alucinogeno da bebida ¢ devido a presenga do alcaldide
N,N-dimetiltriptamina (DMT), encontrado nas folhas da Psychotria viridis e que tem
atividade agonista de receptores 5S-HT,A (serotonina), aliado a atividade neurotoxica e
inibidora da monoamino-oxidase tipo A (MAO-A), causada por alcaldides
B-carboxilados, como a harmina, a harmilina e a tetraidroharmina (THH) presentes nas
folhas e cascas de Banisteriopsis caapi (DEULOFEU, 1967).

Estudos analiticos dos constituintes de Banisteriospsis caapi e
Psychotria viridis permitiram concluir como sendo a harmina o constituinte alcaloidico
majoritario (22-62%) seguido pela DMT (CALLAWAY et al., 1999).

A maioria dos pesquisadores acredita que as propriedades nicas da “ayahuasca”
vém da combinacao da harmina e da DMT. Foi sugerido que, em virtude da inibicao da
MAO pelo alcaldide harmina, as enzimas responsaveis pela biotransformagao da DMT
deixariam de atuar e a biodisponibilidade oral da DMT ficaria aumentada. A DMT nao
¢ bem absorvida por via oral e este mecanismo poderia explicar a longa duracao dos
efeitos alucindgenos da bebida, uma vez que a metabolizagdo via enzimas da MAO

encontra-se inibida (FREEDLAND & MANSBACH, 1999).
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2. O Género Chiococca

O género Chiococca inclui 22 espécies distribuidas na América e encontra-se
praticamente inexplorado sob o ponto de vista quimico, farmacologico e toxicoldgico.
As poucas publicagdes existentes sobre este género concentram-se exclusivamente na

espécie Chiococca alba (figura 3).

3. A Espécie Chiococca alba (L.) Hitchc.

Figura 3: Chiococca alba (L.) Hitche. (Disponivel em http://www.google.com.br.
Acesso em: 20 jan. 2004).

3.1- Botanica e Sistematica (CORREA, 1931; CRUZ, 1932; COSTA, 1932 &

GUSMAO, 1992).

3.1.1- Etimologia
Chiococca: nome deriva do latim (Yiwv = neve e xoxxos = baga)

alba: branca, alva.
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3.1.2- Sinonimia
3.1.2.1- Sinonimias cientificas
Chiococca brachiata R. P., Chiococca anguifuga Mart., Chiococca racemosa H.B.K.,

Chiococca paniculata Willd.

3.1.2.2- Sinonimias populares no Brasil
“cainca”, “casinga”, “cruzeirinha”, “dambré”, “purga-preta”, “quina-de-raiz-preta”,
“cipd-cruz”, “caninana”, ‘“raiz-preta”, “fedorenta”, “raiz-de-frade”, “quina-preta”,

“raiz-de-serpentaria”.

3.1.3- Descri¢iio macroscépica (GUSMAO et al., 1992)
3.1.3.1- Habito

Arbusto, tipo trepadeira, que pode atingir de 2 a 3 metros de altura. Apresenta
muitos ramos finos, nodosos em cruz.
3.1.3.2- Caule

O caule de apresenta formato cilindrico, didmetro fino com sulcos longitudinais.
3.1.3.3- Folhas

As folhas, muito numerosas, sdo opostas, curtamente pecioladas. Limbo
coriaceo, inteiro, eliptico com base obtusa e apice mucronado.
3.1.3.4- Inflorescéncias

As flores sdo tetrameras, de cor branco-amarelada levemente purpuras na face
externa do tubo e dispostas em panicolas axilares. A corola é hipocrateriforme,
prefloracdo imbricada, glabra com lacinios de bordos revirados e esverdeados. Os

estames isOmeros sdo livres. Os filetes levemente concrescidos entre si € a base da
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corola, apresenta pélos na regido mediana; anteras lineares e ovario infero, com 2
l6culos monospermos.
3.1.3.5- Raiz

A raiz da “cainca”, parte mais utilizada da planta, apresenta-se em pedacgos de
dimensdes muito irregulares, sua grossura varia de 5 a 70mm e seu comprimento pode
atingir de 30 a 40 cm. Estes pedagos, geralmente tortuosos, sdo recobertos por uma
casca parda, quase preta, com numerosas estrias transversais , muito largas e, as vezes,

um tanto regularmente espargadas.

3.1.4- Sistematica botanica

A tribo Chiococceae compreende 8 géneros e pertence a subfamilia
Antirtheoideae. A Chiococca alba ¢ apresentada com as seguintes variedades:
acuminata, acutifolia, biformis, conjungens, diplomorpha, genuina, grandifolia,
intercedens, intermidia, lanceolata, microphylla, petiolaris, rigidula, subrhombea,

tenuifolia e valida.

3.1.5- Distribuicao
A Chiococca alba ¢ distribuida nas partes central e sul do Brasil, além de Peru,

Guiana Francesa, América Central e Florida (EUA).

3.2- Estudos quimicos na espécie Chiococca alba (L.) Hitche.

A primeira descricdo de C. alba, em 1777, foi realizada pelo botanico peruano
José Pavon e seu colaborador, o naturalista Hipolito Ruiz. A primeira analise quimica
da raiz de “cainca” que se tem registro foi realizada por Frangois Pelletier ¢ Caventou

em meados de 1850 e dela retiraram varias substancias. Dentre elas, substancias graxas
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de cor verde, uma matéria corante amarela, uma substiancia colorida e viscosa e,
finalmente, uma substancia a qual denominaram de 4cido caincico. Posteriormente, esta
substancia foi denominada de caincina por Rockleder e Hlasiwetz, que verificaram ser
um glicosidio de cor branca, muito amargo, acre, inodoro, muito pouco soltivel em dgua
e no éter e bastante soltivel no alcool, em diversas concentra¢des. De acordo com os
autores a caincina desdobra-se ou transforma-se em acido quindvico, acido chiococcico,
caincegenina e caincetina (CRUZ, 1932). Estas substancias ndo tiveram suas estruturas
caracterizadas, permanecendo assim duvidas sobre suas naturezas quimicas. Apesar da
caincina ter sido descrita por Pio Correa em 1931, como principio ativo da planta,
trabalhos mais recentes nao fazem qualquer referéncia confirmando esta observagao
nem o isolamento das substancias acima citadas.

Houve algumas duvidas sobre a presenca de alcaldides nas raizes de C. alba,
apesar do fato da familia Rubiaceae ser conhecida produtora desta classe de
metabolitos. Alguns autores chegaram a citar a presenga de emetina (CRUZ, 1932), que
foi posteriormente descartada, como também a existéncia de qualquer outro alcaldide
baseando-se apenas em ensaios preliminares (COIMBRA, 1958). Com o advento de
técnicas mais sensiveis e precisas no estudo da fitoquimica, foram isolados dois
alcaléides quinolinicos das raizes de C. alba (figura 4) denominados
de 4-(4’-metoxifenil)-6,8-dimetoxi-2-quinolina e 4-(4’-metdxifenil)-6,8-dimetoxi-5-
hidréxiquinolina (EL-ABBADI et al., 1989).

Estes alcaldides quinolinicos foram, posteriormente, sintetizados a partir do

modelo encontrado na natureza (KITAHARA, SHIMIZU & KUBO, 1990).
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R = OH = 4-(4-met6xifenil)-6,8-dimetdxi-5-hidroxi-2-quinolina

Figura 4: Alcaldides isolados das raizes de C. alba.

Resultados positivos foram obtidos nos testes para glicosidios cardiotonicos,
saponinas, flavonoides e taninos nas raizes da planta e negativos para antraquinonas
(SCHAPOVAL et al., 1983). Estes estudos compreendem testes preliminares, havendo
a necessidade de uma melhor identificagdo e caracterizacao destes metabolitos.

O exame das folhas de C. alba apontou para a auséncia de alcaldides, e para a
presenca de cumarinas e lignanas (EL-HAFIZ et al., 1991). Estes autores descreveram o
isolamento e elucidagdo estrutural de duas novas hidroxicetonas isoladas das raizes de
C. alba, a 4-hidroxieptadecan-7-ona e 5-hidroxioctadecan-11-ona (figura 5). Estas
hidroxicetonas foram posteriormente sintetizadas a partir de nitroalcanos (BALLINI,
BOSICA & RAFAIANI, 1995).

Foram encontradas substincias ja conhecidas, como a 5,7,4’-trimetoxi-4-
fenilcumarina, exostimina, matairesinol e D-manitol que, até entdo, ndo haviam sido

isoladas no género Chiococca (EL-HAFIZ et al., 1991).
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Figura 5: Hidroxicetonas de C. alba.

Um novo triterpeno, com esqueleto tipo oleandlico, foi isolado do extrato
etandlico das raizes de C. alba, denominado como 4cido 3fB-hidroxiolean-12, 15-dien-

28-6ico.

acido 3 P-hidroxiolean-12,15-dien-28-6ico

Figura 6: Triterpeno isolado das raizes de C. alba.

Borges-Argaéz e colaboradores, em 1996, isolaram um metabolito ao qual
denominaram ent-17-hidroxi-160-kaurano-3-ona do extrato metanolico das raizes de
C. alba. A celucidagdo da estrutura desta substancia foi baseada em métodos

espectroscopicos e de transformagdo quimica.
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Dando continuidade ao estudo dos constituintes quimicos desta planta, uma
investigacao fitoquimica das raizes permitiu o isolamento de trés iridoides chamados de
albosideos (I, II, IIT) e um seco-iridoide inédito, o albosideo IV, possuidor de atividade

biologica (CARBONEZI et al., 1999), figura 7.
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Figura 7: Iridoides e seco-iridoide das raizes de C. alba.

Um metabolito, de 19 atomos de carbonos, foi isolado do extrato metandlico das
raizes de C. alba e foi caracterizado como um novo nor-seco-pimarano denominado
merilactona (figura 8). A estrutura e estereoquimica foi estabelecida pela interpretacio

dos dados espectrais obtidos (BORGES-ARGAEZ et al., 2001).
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merilactona

Figura 8: Nor-seco-pimarano isolado das raizes de C. alba.

3.3- Estudos farmacoldgicos na espécie Chiococca alba

As raizes da “cainca” destinam-se a varios fins terapéuticos, sendo que a maioria
deles vém do uso popular e tradicional que é passado através das geragdes. E
administrada sob diversas formas como extrato alcdolico, macerado, pd, tintura e
xarope. O seu emprego na medicina popular e cientifica no Brasil e na Europa foi muito
difundido no passado. A raiz de “cainca” foi incluida em varias Farmacopéias nos
séculos XIX e XX dentre elas a Francesa de 1837 e 1866, a Portuguesa de 1836 ¢ 1876,
a Grega de 1837, a Belga de 1854 e 1873, a Espanhola de 1865 ¢ 1884, a Austriaca de
1855, a Mexicana de 1904 e a Brasileira de 1962 (SCHAPOVAL et al., 1983)
mostrando sua importancia na época.

Esta raiz gozou, antigamente, de grande reputacdo no combate aos efeitos das
picadas de cobras, principalmente da caninana, de onde derivam alguns de seu nomes
populares. Foi ainda esta propriedade que lhe rendeu uma de suas sinonimias cientificas,
C. anguifuga, cujo significado ¢ “que afugenta cobras”. Os curandeiros empregavam a

raiz por via oral com agua ou aguardente, que imediatamente produzia vOmitos e
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evacuagdes abundantes. Concomitantemente, aplicavam sobre o local da picada um
cataplasma feito com a raiz moida com aguardente (CRUZ, 1932).

Ainda sdo citadas propriedades emenagogas, hidragogas, anti-asmaticas e anti-
reumatica, atividade pela qual a planta é comercializada por uma industria de
fitoterapicos até hoje. De acordo com Corréa (1931), ¢ também benéfica contra
hidropsia, que corresponde a uma afec¢do edematosa cerebral, atribuida a sua atividade
diurética ¢ no combate de febres. Seu uso destina-se ainda contra obstrugdes nas
visceras abdominais, perturba¢des do sistema linfatico, doengas hepaticas e cardiacas. E
recomendado o cozimento da raiz no combate a tosses, rouquiddo e bronquite, contra
angina, laringite e doenc¢as do aparelho urinario (CRUZ, 1932). Nenhuma das atividades
supracitadas foi comprovada e ainda aguardam testes cientificos para credenciar sua
eficacia. Poucos trabalhos cientificos avaliaram as agdes farmacologicas de C. alba.

A acdo antiinflamatoria de C. alba foi avaliada através do teste de edema de pata
induzido pela administragdo de carragenina, em ratos, utilizando extrato etandlico e
particdes deste com solventes de diferentes polaridades: éter de petrdleo, acetato de
etila, butanol, éter etilico e agua. Os resultados demonstraram que o extrato etandlico
total e as fragdes etérea e aquosa apresentaram atividade antiinflamatoria. Esta acdo foi
atribuida a presenca de salicilato de metila que, apesar de ndo ter sido isolado, foi
identificado por cromatografia em camada delgada apds comparagdo com amostra
padrao (SCHAPOVAL et al., 1983).

Em estudo realizado por Borges-Argdez e colaboradores em 1997, o extrato
metanodlico das raizes de C. alba foi avaliado quanto a atividade antimicrobiana.
Quando testado contra cepas de Staphylococcus aureus, o extrato bruto total provocou
pouca inibi¢do no crescimento bacteriano. Nas mesmas condigdes, o metabolito

ent-kaurano isolado deste extrato provocou uma zona maior de inibi¢do do crescimento
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bacteriano, do que a obtida quando foi testado o extrato total. Mesmo assim,
o ent-kaurano mostrou fraca atividade antimicrobiana contra S. aureus e nado foi eficaz
contra cepas de Bacillus subtilis, Candida albicans, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa € Saccharomyces cerevisiae.

Em outro trabalho, o processo de particdo de um extrato obtido com
cloroférmio/metanol e solubilizado em metanol/agua (80%) das raizes de C. alba foi
monitorado com dois ensaios biologicos. Um dos ensaios era de natureza geral e
utilizou cistos de Artemia salina Leach enquanto que o outro ensaio, mais especifico,
usou cepas de Saccharomyces cerevisiae. A fragdo cloroférmica apresentou atividade
seletiva entre os mutantes de Saccharomyces cerevisiae RS321N e RS188N, enquanto a
fase hidroalcoolica mostrou citotoxicidade frente ao microcrustaceo Artemia salina,
com a concentracdo letal mediana (LCsp) de 91,1ug/ml indicando citotoxicidade e
potencial antitumoral (CARBONEZI et al., 1999).

Os extratos aquosos e etanolicos de partes aéreas e raizes de C. alba foram
avaliados quanto a a¢des sobre o sistema nervoso central, utilizando o modelo de campo
aberto (arena), testes de condicionamento por recompensa (labirinto) e de
condicionamento por puni¢dao (caixa de Skinner). Os extratos administrados a ratos
Wistar por via intraperitonial causaram sonoléncia, depressdo e apatia dependentes da
dose nos ensaios comportamentais realizados em doses proximas a 40 mg/kg peso
corporal. Uma vez passada a depressao, os animais tratados com os extratos de C. alba
se recuperaram sem sequelas aparentes. Na dose de 30 mg/kg por via intraperitonial, o
extrato ndo apresentou acdo anticonvulsivante mas foi capaz de encurtar
significativamente o tempo de sono e paralisia induzidos por pentobarbital e

zoxazolamina respectivamente em ratos (FELIX et al., 1999).
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3.4- Estudos toxicologicos na espécie Chiococca alba

Hoehne, em 1939, publicou um trabalho que verificou que a “cainca” atua sobre
a mucosa intestinal causando irritagao e conduzindo até a morte, mas nada mencionou
sobre a natureza da substancia que assim age. Com o objetivo de verificar esta
informagdo, considerando a necessidade de caracterizar melhor a toxicidade relatada,
foram conduzidos testes para a avaliagdo da toxicidade aguda. A dose letal mediana
(DLso) para o extrato alcoolico foi de 134,28 mg/kg por via intraperitonial, utilizando
camundongos Swiss Albinos de ambos os sexos (SCHAPOVAL et al., 1983). No
mesmo trabalho, o autor atribui a toxicidade a possivel presenga de glicosideos
cardiotonicos. Até o momento, a presenga de glicosideos cardiotonicos ndo foi bem
caracterizada. Os mesmos autores sugeriram a necessidade de ensaios para uma
caracterizagdo mais efetiva da toxicidade da planta, tendo em vista a utilizacdo popular
ou mesmo em escala industrial das raizes de ‘“cainca”. Este é o unico trabalho,
divulgado apenas em congresso, que se tem conhecimento sobre a avaliagdo da
toxicidade aguda das raizes de C. alba.

Em 1989, El-Abbadi et al., citaram resultados preliminares ndo divulgados de
toxicidade de uma fragdo rica em alcaldides sobre camardes, encorajando novos estudos

toxicoldgicos com a espécie em questao.

4. Estudo da toxicidade

A avaliagdo das possiveis propriedades toxicas, de quaisquer substincias as
quais o homem esta exposto ¢ de suma importancia. No caso de substancias de origem
natural nota-se que o consumo de fitoterapicos vem sendo impulsionado através da

confiabilidade e inocuidade que o termo "natural" exerce sobre as pessoas em geral.
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Embora propalados como naturais e, portanto, associados a auséncia de efeitos
adversos, os fitoterapicos podem apresentar sérios efeitos toxicos. A toxicidade de uma
planta, em muitos casos, ¢ devida a propria natureza do vegetal que, ao longo do
caminho evolutivo, incorpora ao seu cddigo genético a capacidade de produzir
substancias para vencer os desafios do ambiente e, assim, cumprir sua fun¢do de
reproduzir-se e manter-se em seu meio. O uso de plantas medicinais esta baseado, na
maioria das vezes, em conhecimentos empiricos que sdo passados através das geragdes.
No entanto, pouco se conhece sobre as possiveis propriedades toxicologicas existentes
nos extratos vegetais, onde as relagcdes causa-efeito sdo geralmente complexas e de

dificil reconhecimento na populagao usudaria dos chés, infusdes ou tinturas de plantas.

4.1-Toxicidade aguda e subaguda

Um dos primeiros testes realizados para a avaliagdo do potencial téxico de
quaisquer substancias é o teste de toxicidade aguda. A dose letal mediana (DLsg) e
outros efeitos toxicos podem ser determinados apds administracdo aguda por uma ou
mais vias (rota de exposi¢do) em uma ou mais espécies (ratos ¢ camundongos sdo as
mais freqiientemente usadas). Os estudos sdo realizados em animais adultos de ambos
0os sexos e verifica-se o numero de animais que morrem durante o periodo de
observacao de 14 dias. A avaliagdo dos resultados permite conhecer a espécie ou sexo
mais sensivel. Além de dados de mortalidade e peso corporal, podem ser avaliados
outros parametros como sinais de intoxicacdo, letargia, mudancas comportamentais,
morbidade e alteragdo no consumo de alimento. Os testes de toxicidade aguda
fornecem: 1) uma estimativa quantitativa de toxicidade aguda em comparagdo com

outras substancias; 2) a identificagdo dos 6rgios-alvo ou outras manifestagdes clinicas
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agudas; 3) o estabelecimento do carater reversivel das respostas toxicas; e 4) um guia de
doses para outros estudos (KLAASSEN & EATON, 1994).

Os testes de toxicidade subaguda fornecem informagdes sobre a toxicidade das
substancias quimicas ap6s administragdes repetidas, além de estabelecer doses para
estudos subcronicos posteriores. Um protocolo tipico para estes testes ¢ a administragao
de trés diferentes doses e a avaliagdo das alteragdes macroscopicas € realizada apds 14

dias de exposicao ao xenobidtico (KLAASSEN & EATON, 1994).

4.2- Avaliacao da atividade enzimatica

Os homens ¢ os animais estdo continuamente expostos em seu meio ambiente a
um vasto niamero de substincias estranhas ou xenobidticos de origem sintética ou
natural. A exposi¢do continua ou intermitente a estes compostos podem levar a um
acumulo dos mesmos no organismo, a nao ser que um mecanismo efetivo de eliminagao
esteja presente. Os organismos animais desenvolveram processos bioquimicos,
denominados de um modo geral de processos de biotransformagdo, capazes de converter
compostos lipofilicos em metabolitos hidrossoluveis através de reacdes enzimaticas.
Assim, a molécula original ¢ modificada no sentido de reduzir sua capacidade de
particdo nas membranas bioldgicas, o que restringe sua distribui¢do pelos tecidos e sua
reabsor¢do renal e intestinal.

Um grande numero de enzimas presentes no organismo ¢ capaz de
biotransformar xenobidticos. Um dos sistemas enzimaticos que catalisam a
biotransformag¢ao dos xenobidticos esta localizado no figado e é chamado de complexo
citocromo P-450. Estas enzimas sdo responsaveis pelas reagoes de biotransformacao e
estdo localizadas ligadas a membrana do reticulo endoplasmatico, que é composta

basicamente por proteinas e lipideos. A presenga destas enzimas junto a matriz lipofilica
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dos hepatocitos € essencial, uma vez que os substratos de carater hidrofobo tém maior
afinidade pelos lipideos.

Muitos estudos evidenciaram a presenca de multiplas formas de enzimas do
citocromo P-450, que diferem entre si pela estrutura da cadeia polipeptidica e pela
especificidade das reagdes por elas catalisadas. A classificagdo do sistema citocromo P-
450 baseia-se nas seqiiéncias de acidos aminados codificadas por genes usando
tecnologia de DNA-recombinante. A nomenclatura apresenta as seguintes regras: o
simbolo “CYP” (“Cyp” para camundongo) denota citocromo P-450, um algarismo
arabico denominando a familia ¢ uma letra indicando a subfamilia. De uma maneira
geral, as enzimas com identidade menor que 40% sao designadas como pertencentes a
diferentes familias génicas; graus de homologia entre 40 a 55% sdo classificadas em
subfamilias; e para graus de homologia na seqiiéncia de aminoacidos superiores a 55%,
as enzimas sdo classificadas como pertencentes a mesma subfamilia (NELSON et al.,
1993). As isoenzimas hepaticas microssomais do complexo citocromo P-450 envolvidas
na metabolizagdo de xenobioticos pertencem a trés familias génicas principais chamadas
de CYP1, CYP2 e CYP3 (PARKINSON, 1998).

Na maioria das vezes, os processos de biotransformacdo levam a inativagao das
substancias ou uma desintoxica¢do, mas pode ocorrer que os metabolitos produzidos
sejam mais toxicos que os compostos de origem ou que ainda apresentem atividade
farmacoldgica (pro-farmacos). A bioativagdo pode levar a formagdo de intermediérios
mais ativos capazes de causar danos induzindo a morte celular, cdncer quimicamente
induzido, teratogénese e outros efeitos toxicos.

No processo de indu¢do enzimatica certas substancias quimicas podem interagir
com receptores celulares disparando a transcri¢do de sitios gendmicos especificos e

tradugdo dos genes que codificam as enzimas de complexo citocromo P-450. Assim,
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proporcionam um aumento no numero de enzimas disponiveis para catalisar as reagdes
do complexo citocromo P-450. A indugdo enzimatica pode ser um evento reversivel;
com a retirada do agente, os niveis enzimaticos ou das enzimas voltam ao seu nivel
basal (PARKINSON, 1998).

Na inibigdo enzimatica os mecanismos sdo diferentes, que podem ser:
competicao pelos sitios ativos ou cofatores; inibicdo do transporte dos componentes dos
sistemas multienzimaticos, diminuigdo da biossintese ou destrui¢do das enzimas ou seus
cofatores. Mudangas alostéricas na conformacdo das enzimas ou perda do sitio
funcional (necrose hepatica) também podem levar a uma diminui¢do da atividade de
enzimas de biotransformacao de xenobidticos (PARKINSON, 1998).

A composi¢ao das enzimas do complexo citocromo P-450 nos homogenatos de
figados, denominada de fragdo S9, pode ser alterada em funcao da espécie, idade, estado
de saude, estresse e exposi¢ao dos animais a agentes quimicos, dentre outros fatores.
Quando o figado é removido e homogeneizado, o reticulo endoplasmatico é rompido e
as isoenzimas presentes podem ser isoladas por ultra-centrifugagdo (para remover o
nucleo, mitocondrias e lisossomos, bem como as células intactas e grandes fragmentos
de membrana). O sobrenadante obtido é chamado de fracdo S9 e ¢ rica em enzimas
soluveis que podem ser avaliadas quanto a sua capacidade catalitica frente a substratos
especificos (PARKINSON, 1998). A quantificagdo das enzimas do complexo citocromo
P-450 ¢ um método util para a determinacdo da ocorréncia de fenOmenos como a
inducdo ou inibi¢do enzimatica advindos da agdo de xenobioticos, sejam eles sintéticos
ou de origem natural.

A etoxirresorufina foi originalmente sintetizada para servir como substrato
fluorogénico para o citocromo P-450. O objetivo era que seu metabolito O-desetilado, a

resorufina, permitisse a medida da atividade enzimatica em espectro de ondas longas em
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fluorimetro sem a interferéncia da turbidez da amostra hepatica e nem da fluorescéncia
azul do NADPH (BURKE & MAYER, 1974). A etoxirresorufina-O-desetilase (EROD)
mostrou-se altamente sensivel e seletiva para a quantificagdo da indugdo por
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos das isoenzimas do citocromo P-450 em ratos,
mais especificamente sobre a subfamilia Cypl Al (BURKE & MAYER, 1975). Com a
subsequente sintese e testes de uma série de alcoxirresorufinas homologas, levou-se a
descoberta que a pentoxirresorufina-O-despentilase (PROD) era uma medida segura da
inducdo de outra subfamilia do P-450, a Cyp2B1 por fenobarbital (BURKE et al.,

1985).

4.3- Mutagenicidade

O teste de Ames ¢ bastante difundido e utilizado para avaliar o potencial
mutagénico de agentes quimicos genotdxicos aos quais o homem esta exposto. Este
teste detecta se a substincia testada e/ou seus metabolitos interagem ou ndo com o DNA
bacteriano, revertendo o efeito de um tipo de mutacdo, previamente inserida em varios
genes que controlam a sintese de histidina (operon histidina) de cepas bacterianas de
Salmonella typhimurium. As mutacdes inseridas nestas bactérias as impossibilita de
crescer por serem incapazes de sintetizar o aminodcido essencial histidina (auxotroficas
para histidina ou his’). Assim, estas cepas mutantes s6 podem crescer se este
aminoacido for adicionado ao meio de cultura. Apds a mutacdo compensatoria induzida
pelos agentes quimicos testados, as cepas recuperam a capacidade de sintetizar o
aminoacido (prototroficas para histidina ou his") a partir do nitrogénio inorganico.
Diferentes doses da substancia-teste sdo utilizadas neste ensaio, combinadas diretamente
com a bactéria e com ou sem a mistura S9, em placa de Petri. Cerca de 10° células
bacterianas sdo testadas em uma tUnica placa, tornando possivel a detec¢do de mutagdes,

que sdo eventos raros (1/ 10%). A reversio ou estado selvagem (prototrofico) ¢ medido
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pela formagao de colonias de bactérias revertentes que sao contadas nas placas apos 48 -
72 horas de incubagdo em estufa a 37°C (GOMES-CARNEIRO, 1997).

Este fenomeno traduz que as substancia(s)-teste entrou(aram) em contato com as
bactérias e interagiu(ram) com o seu DNA, provocando mutagdes reversas no operon
histidina. A recuperacdo da habilidade de sintetizar histidina e, portanto, de crescer no
meio de cultura indica que a(s) substincia(s) responsavel(is) por este fendmeno
provocou(aram) mutagdes nas bactérias e ¢é(sdo) considerada(s) mutagénica(s)
genotoxica(s).

Além das mutagdes no operon histidina, as linhagens de S. typhimurium
possuem outras alteragdes genéticas que as tornam mais susceptiveis a mutagénese, tais
como: as mutagdes rfa (que elimina a parte polissacaridica da parede bacteriana,
tornando as bactérias que a possuem mais permeaveis e completamente nao
patogénicas) e uvrB (delecdo do gene responsavel pelo reparo do DNA por excisdo;
assim o aduto formado pela ligagdo da substancia quimica com o DNA nao ¢ retirado
por este mecanismo de reparo, aumentando a mutagénese (AMES et al., 1973). O
plasmideo pKM101, introduzido nas cepas utilizadas no teste, carreia o gene que
confere resisténcia a ampicilina. O pKM101 aumenta a susceptibilidade das bactérias a
mutagénese espontanea e a induzida por uma variedade de agentes e pela luz
ultravioleta, uma vez que aumenta a eficiéncia do sistema de reparo, normalmente
presente nas células bacterianas (MARON & AMES, 1983).

As substancias que provocam alteragdes no genoma de organismos procariotos,
como propde o Teste de Ames, podem ocasiond-las também no genoma humano,
porque a estrutura primaria do DNA ¢ a mesma (PILOT & DRAGAN, 1998). Apesar
destas semelhangas, as bactérias ndo apresentam a maioria das enzimas envolvidas nos

processos de biotransformagdo que ocorrem nos mamiferos. Portanto, para que estes
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ensaios em procariotos sejam preditivos, isto ¢, possam detectar substancias
potencialmente mutagénicas para o homem, ¢ importante que um sistema extrinseco de
ativacdo metabdlica (fragdo S9) seja adicionado ao meio de incubagdo (GOMES-
CARNEIRO, 1997).

O Teste de Ames ¢ muito usado na avaliagdo de risco mutagénico em extratos
vegetais, principalmente de plantas utilizadas na medicina popular, para certificar a
auséncia de dano genotdxico provocado por substancias naturais ao homem. Em
tratando da familia Rubiaceae alguns estudos deste carater foram realizados em espécies

3

como a Uncaria tormentosa (Willd.) DC., conhecida popularmente como ‘“unha-de-
gato”, usada no tratamento de uma vasta gama de afeccdes como abcessos, artrite,
ulceras gastricas dentre outros. Os resultados obtidos com as raizes demonstraram
auséncia de efeitos genotoxicos sobre cepas de Salmonella typhimurium (KEPLINGER
et al., 1999). Outros testes realizados em outras espécies e familias vegetais como, por
exemplo, nas folhas de Luehea divaricata (Tiliaceae) e Baccharis anomala
(Compositae), ambas usadas como diurético, revelaram resultados positivos para dano
genotdxico quando avaliadas pelo Teste de Ames. Este fato poderia ser explicado pela
presenga de taninos e flavonas presentes nas folhas destas duas espécies que
apresentariam padrdes de hidroxilagdo que causariam dano a estrutura do DNA (ALICE
etal., 1991).

No caso da “cainca” a avaliagdo mutagénica genotoxica pode garantir a
seguranga do seu consumo ou pode indicar a presenga de substincias dotadas desta

capacidade e colaborar na identificagdo da classe de metabolitos secundarios

responsaveis pelo efeito.
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5. Estudo farmacoldgico

O contingente de informacdes sobre as propriedades farmacoldgicas das plantas
usadas na medicina popular, de um modo geral, ¢ ainda bastante escasso em vista do
grande potencial de novas substancias ativas que o Reino Vegetal pode prover. No caso
da “cainca” a avaliagdo da atividade analgésica vai de encontro a um seus postulados

usos etnofarmacologicos.

5.1-Analgesia

A dor é um sintoma comum a muitos quadros clinicos ¢ uma freqiiente razao de
procura do auxilio médico. Dificil e variada tem sido a definicdo de dor. Por isso, a
Associagdo Internacional para o Estudo da Dor propds sua conceituagdo “como uma
experiéncia sensorial e emocional desagradavel, relacionada com lesdo tecidual real ou
potencial, ou descrita em termos deste tipo de dano” (WANNMACHER & FERREIRA,
1992).

A nocicepcao se refere a atividade do sistema nervoso aferente induzida por
estimulos nocivos, que compreendem estimulos exdgenos (mecanicos, quimicos, fisicos
ou biologicos) e endogenos (inflamagao, aumento do peristaltismo, isquemia tecidual).
Sua percepcdo em nivel periférico se da em estruturas especificas, situadas nas
terminagdes nervosas livres e denominadas nociceptores. Em tecidos normais, estes nao
respondem a estimulos leves. Porém, na presenga da inflamac¢do, podem ser
sensibilizados (hiperalgesia) por prostaglandinas e dopamina, tendo como mediadores
AMP ciclico e calcio, cuja concentragdo aumenta nos terminais nervosos. Isso os torna

mais receptivos a ativacao da bradicinina e histamina, substancias endégenas indutoras

de dor. Em seqiiéncia, os estimulos sdo conduzidos através das vias nervosas periféricas
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sensitivas até o sistema nervoso central onde, em niveis talamico e cortical, se faz a
integracao da sensagdo dolorosa (WANNMACHER & FERREIRA, 1992).

A dor, tanto fisiologica quanto fisiopatologica, possui trés caracteristicas espago-
temporais: 1) a area sensivel onde o estimulo nocivo ¢ aplicado (sitio receptivo)
freqlientemente se amplia a medida que a intensidade da dor aumenta. Este fendmeno,
denominado radia¢do, ocorre mesmo quando o estimulo nocivo ¢ pontual; 2) a dor
freqiientemente persiste apos o término do estimulo lesivo; 3) estimulos nocivos
repetitivos e de intensidade fixa evocam lenta somagdo temporal, que produz
progressivo aumento da sensacdo de dor. Além de processos centrais, diversos
mecanismos periféricos também contribuem para a geragdo destes fendomenos. Como
parte da resposta inflamatéria a lesdo tecidual tem-se, inicialmente, a hiperalgesia
primaria, que se expande gradualmente para as areas vizinhas ao tecido inflamado,
caracterizando a hiperalgesia secundaria. Este quadro de hipersensibilidade e extensdo
do campo receptivo é acompanhado por expansdo da area medular que recebe
informagdes nociceptivas da periferia. Deste modo, as hiperalgesias primaria e
secundaria sao mediadas por alteragdes que ocorrem tanto na periferia quanto na medula
espinhal, sem excluir outros possiveis mecanismos centrais (PRADO, 2001).

O cérebro modula a dor mediante vias eferentes inibitérias, de modo que a
sensacdao dolorosa ¢ a resultante desses dois processos antagonicos. Toda a atividade
nervosa estd vinculada a presenca de neurotransmissores e neuromoduladores, tanto nas
vias aferentes (substancia P, GABA, colecistocinina, somatostatina, encefalinas) quanto
nas eferentes (acetilcolina, dopamina e encefalinas). Para dores leves e moderadas de
natureza tegumentar e localizacdo diversificada, associadas ou ndo a processo
inflamatorio periférico, sdo preferencialmente indicados os analgésicos nao-opioides e,

para as intensas, os opidides (WANNMACHER & FERREIRA, 1992).
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OBJETIVOS

Esta dissertagao foi desenvolvida tendo como base o uso popular das raizes de
C. alba (“cainca”) ja ha bastante tempo, sem que houvesse dados quimicos,
farmacologicos e toxicoldgicos suficientes que pudessem assegurar a eficéncia do seu

uso e auséncia de risco para os consumidores.

Neste contexto, o presente trabalho foi delineado com os objetivos especificos a

seguir:

1) Verificar a presenca de alcaldides nas raizes de C. alba e determinar o perfil

quimico do extrato etanolico das raizes de C. alba por CLAE/UV ¢ CG/EM.

2) Awvaliar a toxicidade aguda e subaguda do extrato etandlico das raizes de C. alba,
além da atividade enzimatica do complexo citocromo P-450; do potencial
mutagénico (Teste de Ames) e da citotoxicidade frente ao microcrustaceo

Artemia salina Leach.

3) Avaliar a propriedade analgésica do extrato etanolico das raizes de C. alba

considerando seu uso popular como anti-reumatico.
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MATERIAIS E METODOS

1- Obteng¢ao do material botanico

As raizes de Chiococca alba foram doadas pela industria de fitoterapicos Flora
Medicinal-Natura. Estas amostras foram coletadas no municipio de Nova Friburgo, no
Estado do Rio de Janeiro, no periodo de marco a outubro de 2001. A identifica¢do
botéanica foi realizada pelo Dr. Sebastido Neto (Jardim Botanico do Rio de Janeiro). A
excicata encontra-se depositada no Herbario do Jardim Botanico do Rio de Janeiro sob

o numero de registro: RB395399.

2 — Procedimentos gerais para extracio e estudo quimico das raizes de C. alba

Os solventes empregados na extracdo do material botanico e no fracionamento
do extrato foram em grau para analise e para analise por cromatografia liquida de alta
eficiéncia, em grau espectroscopico.

Para cromatografia em camada delgada foram utilizadas cromatofolhas de gel de
silica 60 Fys4 sobre placas de aluminio Merck (Darmstadt, Alemanha). Os reagentes
utilizados para revelagdo das placas foram:

1) Sulfato cérico a 2% em acido sulftrico 2N.

2) Anisaldeido sulfurico — 0,5ml de anisaldeido em 10ml de 4cido acético glacial.
Adicionar 85ml de metanol e 5ml de acido sulfiirico concentrado, aquecer a 100°C/5
min.

3) Solucao de Dragendorff — solucdo a: 16g de iodeto de potassio dissolvido em 40ml
de 4gua; solucdo b: 1,7g de nitrato de bismuto e 20g de acido tartarico dissolvido em

80ml de dgua. Misturar 1:1 (v/v) das solugdes a e b. Guardar sob refrigeracdo (0°C).

59



Para o reagente em spray: adicionar Sml da solugdo estoque a 10g de acido tartarico em

50ml de 4gua.

2.1 — Obtenciao e fracionamento do extrato etandlico

As raizes de C. alba (2kg), secas e trituradas em moinho, foram inicialmente
extraidas com seis litros de etanol por maceracdo estatica durante 72 horas e
posteriormente em aparelho de Soxhlet com dois litros do mesmo solvente. O solvente
foi concentrado sob pressdo reduzida a 50°C e os extratos etanolicos obtidos foram
reunidos fornecendo 172,8g de material. Parte deste material (150g) foi separado para
realizacdo dos testes bioldgicos e o restante para estudo fitoquimico. Desse modo, 20g
do extrato etanolico obtido foram particionados sucessivamente com solventes de
polaridades diferentes fornecendo fragdes em: hexano (2,1g), diclorometano (1,2g),

acetato de etila (5,7g), 1-butanol (3,1g) e agua (8g).

O residuo em hexano (2,1g) foi submetido a cromatografia em coluna (80 x 1,5
cm) empacotada com gel de silica (Merck). As substancias foram eluidas da coluna com
gradiente crescente de hexano/acetato de etila/metanol. Foram coletadas 104 fragdes,
monitoradas por cromatografia em camada delgada e reunidas de acordo com a
similaridade de coloracdo e valores de Rf (1-5, 6-11, 12-22, 23-33, 34-38, 39-50, 51-60,
61-70, 71-80, 81-90, 91-104). As placas foram reveladas com sulfato cérico e/ou
anisaldeido sulférico e aquecidas a 100°C até visualizagdo das cores apds observacio
sob luz ultravioleta (250 e 360nm). As fragdes 39-50 (2,4mg), eluidas da coluna com
hexano/acetato de etila 30%, foram reunidas e codificadas como Ca3950, apos
observacao de uma mancha rosada desenvolvida com os reagentes reveladores (sulfato
cérico e anisaldeido). Esta amostra foi submetida a metilagdo com diazometano e

analisada por cromatografia com fase gasosa acoplada a espectrometria de massas. As
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demais fracOes serdo analisadas futuramente. A metilagdo da amostra Ca3950 foi
realizada com diazometano: cerca de Ilmg foi solubilizado em solugdo etérea de
diazometano (4ml), permanecendo em contato e sob refrigeragdo, por uma hora.
Transcorrido esse tempo, o excesso do reagente foi evaporado em corrente de
nitrogénio. Para cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometro de massas
(CG/EM) foi utilizado cromatégrafo modelo GCMS-QP5000 (Shimadzu) equipado com
coluna DB-1 (30m, 25mm DI, com filme de 0,25 um de espessura, J&W Scientific,
Rancho Cordova, CA), nas seguintes condi¢des: 50 a 270°C a uma velocidade de
5°C/min.; modo split (1:30); injetor: 270°C; interface: 230°C. Os espectros de massas
foram obtidos por impacto de elétrons a 70eV. As substancias foram identificadas por
comparagdo com os perfis de fragmentagdo em relacdo aos encontrados na literatura

(McLAFFERTY & STANFFER, 1989; NIST62).

2.2- Anailise do extrato etandlico por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE)

Cerca de 1mg do extrato etandlico de C. alba foi solubilizado em metanol/agua
30:70 v/v (sistema idéntico ao utilizado como fase modvel) e analisado por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia e detec¢do por rede de diodos. A
cromatografia liquida de alta eficiéncia foi realizada em cromatdgrafo da marca
Shimadzu, com detectores na regido do UV-visivel (SPD-10A) e de rede de diodos
(SPD-M10A) com coluna de gel de silica funcionalizada para fase reversa com
octadecilsilano, em escala analitica [LiChrosorb, Merck (Darmsdatl, Alemanha)],
250mm x 4,6mm de diametro interno, particula de 5 um. A fase movel consistiu de um

gradiente linear de eluicdo de metanol em dgua e fluxo de 1ml/min. O gradiente
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iniciou com metanol 30% por 10 minutos; metanol 30 a 40% de 10 a 20 minutos e por

fim metanol 40 a 100% de 20 a 60minutos.

2.3— Pesquisa de alcaldides por cromatografia em camada delgada e por extracio
em meio basico
2.3.1- Analise por CCD

Aliquotas do extrato etandlico e das fragdes obtidas das particdes em hexano,
diclorometano, acetato de etila e 1-butanol foram utilizadas para pesquisa de alcaldides
por cromatografia em camada delgada tendo como fase movel os seguintes sistemas de
solventes:

a) tolueno/acetato de etila/dietilamina (7: 2: 1) e
b) 1-butanol/acido acético/agua (4: 1: 1)
As placas foram reveladas com reagente de Dragendorff e aquecidas a 120°C
durante dois minutos.
¢) Extra¢do em meio basico (El Abbadi et al., 1989)

Cerca de 100g de raizes secas e¢ moidas de C. alba foram extraidas
exaustivamente com solucao de hidréxido de amonia IM. A solucdo basica obtida foi
extraida com cloroféormio e posteriormente submetida a precipitagdo com éter dietilico.
A pesquisa de alcaldides foi realizada através de analise por cromatografia em camada

delgada e revelacdo com o reagente de Draggendorff.

3- Avaliacao toxicoldogica

A avaliagdo toxicologica das raizes de C. alba foram realizados em cooperacao

com o Prof. Dr. Francisco Jos¢ Roma Paumgartten no Laboratério de Toxicologia
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Ambiental - Escola Nacional de Saude Publica Sérgio Arouca, Fundagdao Oswaldo Cruz
- Manguinhos, Rio de Janeiro.

A avaliacao da toxicidade do extrato etanolico de Chiococca alba constou da
investigacdo da toxicidade aguda por trés vias: oral, intraperitonial e subcutanea;
experimentos de toxicidade de doses repetidas (14 dias) ou subaguda por duas vias: oral
e intraperitonial. Em todos os testes foram utilizados camundongos Swiss Albinos de
ambos os sexos. A avaliagdo do potencial mutagénico foi obtida através do Teste de
Ames em procariotos. Avaliacdo de citotoxicidade foi realizada em microcrustaceo

Artemia salina Leach.

3.1- Animais

Para a avaliagdo da toxicidade aguda do extrato etandlico das raizes de C. alba,
por via oral, intraperitonial e subcutanea, na avaliacdo da toxicidade doses repetidas
(subaguda) do extrato etanolico das raizes de C. alba por via oral e intraperitonial foram
usados camundongos Swiss Albinos machos (36+£3g) e duas fémeas (29+£2¢g) fornecidos
pelo Biotério Central da Fundagdo Oswaldo Cruz (CECAL-FIOCRUZ). Os animais
tinham 6 semanas de vida e foram acondicionados em gaiolas plésticas, mantidos em
salas com temperatura (23+£1)°C ¢ umidade (aproximadamente 72%) controladas e

fotoperiodo de 12 horas de luz (7 as 19 horas).

3.2- Ensaios de toxicidade aguda do extrato etandlico de C. alba

Os animais foram pesados em balanca BG 2000 (Gehaka) e um volume de
10 ml/kg de peso corporal do extrato foi administrado a cada camundongo. O grupo
controle (dois machos e duas fémeas) foi tratado com o veiculo (dgua destilada). Agua e

racdo foram fornecidos ad libitum a todos os grupos, exceto por um breve periodo de
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duas horas antes e depois do tratamento com dose Unica do extrato de C. alba pelas
diferentes vias de administragdo. Os sinais de toxicidade, as mortes e suas laténcias
foram observados por 14 dias, bem como a pesagem didria dos animais e controle de
ganho ou perda de peso foi realizada. As gaiolas foram inspecionadas quanto a
ocorréncia de mortes varias vezes ao dia durante as primeiras 48 horas pos-tratamento e
depois diariamente, até completar 14 dias. No décimo quinto dia, os animais
sobreviventes foram sacrificados por deslocamento cervical e as visceras foram
examinadas macroscopicamente quanto a alteracdes de cor ou forma dos 6rgdos da
cavidade abdominal e caixa tordcica. Metodologia utilizada de acordo com Kennedy et

al., 1986.

3.2.1 - Toxicidade aguda do extrato de C. alba por via oral
Na avaliagdo da toxicidade aguda por via oral, grupos de dois machos e duas
fémeas foram tratados com o extrato etandlico dissolvido em agua destilada nas doses

de 2000, 1000, 500 e 250 mg/kg, em administra¢do nica por entubacao gastrica.

3.2.2- Toxicidade aguda do extrato de C. alba por vias intraperitonial e subcutinea

Na avaliagdo da toxicidade aguda por vias intraperitonial e subcutinea, grupos
de dois machos e duas fémeas foram tratados com o extrato etandlico dissolvido em
agua destilada nas doses de 500, 250, 125 e 62,5 mg/kg em administracdo Unica por

inje¢do intraperitonial ou subcutanea.

3.3- Ensaios de toxicidade de doses repetidas (subaguda) do extrato de C. alba

. Os animais foram pesados e um volume de 10 ml/kg do extrato foi

administrado a cada camundongo por 14 dias. O grupo controle (dez machos e dez
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fémeas) foi tratado com o veiculo (dgua destilada). Agua e ragdo foram fornecidos
ad libitum a todos os grupos, exceto por um breve periodo de duas horas antes e depois
do tratamento com o extrato etanodlico de C. alba por via oral ou intraperitonial. Os
sinais de toxicidade, as mortes e seus periodos de laténcia foram observados, bem como
a pesagem diaria dos animais e controle de ganho ou perda de peso realizada. No
décimo quinto dia, os animais sobreviventes foram sacrificados por deslocamento
cervical e as visceras foram avaliadas quanto a alteragcdes macroscopicas e figado, bago,

rins e coragao foram removidos e pesados em balanga modelo Acculab.

3.3.1 — Ensaios de toxicidade de doses repetidas (subaguda) do extrato etanoélico de
C. alba por via oral

Na avaliacdo da toxicidade de doses repetidas por via oral, grupos de dez
machos e dez fémeas foram tratados com o extrato etandlico de C. alba dissolvido em
agua destilada nas doses de 2000, 1000, 500 e 250 mg/kg/dia, por 14 dias consecutivos
por via oral (entubagdo gastrica). O estomago foi retirado e examinado quanto a
presenga de ulceracdes estomacais ou hiperemia. As atividades enzimaticas de duas
subfamilias hepaticas pertencentes ao complexo citocromo P-450 foi determinada nos
figados dos camundongos, sobreviventes ao tratamento repetido com a dose de

2000 mg/kg/dia do extrato etanolico de C. alba.

3.3.1.1 — Determinagdo das atividades das isoenzimas hepaticas Cyp 1A1 e Cyp 2B1
do complexo citocromo P-450 em figados de camundongos tratados com doses
repetidas (14 dias) por via oral com o extrato etandlico de C. alba

Os figados de cinco camundongos (machos ¢ fémeas) dos grupos controle e
tratados com a dose de 2000 mg/kg/dia do extrato etanodlico de C. alba, foram

preservados em nitrogénio liquido a -196°C desde o fim do experimento de toxicidade
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de doses repetidas por via oral. Estes orgdos foram usados na avaliagdo da atividade
EROD (etoxirresorufina-O-desetilase) que marca a atividade da subfamilia de enzimas
Cyp 1A1 e PROD (pentoxirresorufina-O-despentilase) que marca a atividade da

subfamilia de enzimas Cyp 2B1 do complexo citocromo P-450.

3.3.1.1.1- Preparacao da fracio citossdlica hepatica (Fracao S9)

Para o preparo da fragdo citossolica hepatica (fragdo S9), os figados foram
colocados em placa de Petri e descongelados. Os figados foram homogeneizados a
temperatura de 4°C - em homogeneizadores de vidro com pistilo de teflon - em solugdo
tampao contendo TRIS 50 mM, sacarose 250 mM, EDTA 100 mM e glicerol 20%, num
volume correspondente a quatro vezes o peso de cada figado, a uma velocidade angular
de 1200 rpm. A homogeneizacdo foi feita através de movimentos ascendentes e
descendentes do homogeneizador. A partir do momento em que foi constatada
visualmente a homogeneizagdo do tecido, foram realizados mais 10 ciclos de
movimentos ascendentes e descendentes para todas as amostras. O homogeneizado foi,
entdo, levado & centrifuga (Eppendorf ®5804R) refrigerada (4 °C) a 9000 G durante 30
minutos.

Apbs a centrifugacdo, as amostras foram filtradas com gaze e transferidas para
cinco tubos criogénicos devidamente identificados. As amostras foram armazenadas em
freezer a -80°C até o momento da quantificagdo das proteinas e determinagdo da

atividade enzimatica.
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3.3.1.1.2 — Determinacdo da concentracio de proteinas na fracdo citossolica
hepatica (Fracao S9)

A dosagem de proteinas totais das fragdes S9 dos camundongos controles e
tratados com a dose de 2000 mg/kg do extrato etandlico de C. alba, foi determinada
pelo método colorimétrico descrito por Bradford et al. (1976). Foi utilizado o corante
Azul de Coomassie G-250 e leitura de densidade otica (DO) a 595 nm em
espectrofotometro de microplaca Molecular Devices - Spectra Max Plus 384.

As curvas de calibragdo foram realizadas com albumina sérica bovina — BSA -
1,4 mg/ml diluida em solugdo de KH,PO4 (50 mM) e NaCl (150 mM), pH 7,2 para que
fossem obtidas as seguintes concentragdes: 0; 0,35; 0,7; 1,05 e 1,4 mg/ml.

Para determinacdo da concentracdo de proteinas na fracdo S9, diluiu-se a
amostra na propor¢ao de 1:20 e colocou-se 5 pul de amostra diluida na microplaca. Em
seguida, adicionou-se 250 pl do reagente de Bradford em cada poco da microplaca. A
formagao do complexo proteina-corante ¢ rapida e estavel no periodo de 5 a 60 minutos.
Assim, adotou-se um intervalo constante de aproximadamente 30 minutos entre a adi¢ao
do corante e a leitura da absorbancia.

Cada valor de DO obtido ¢ convertido em concentracdo de proteina,
empregando-se a curva-padrdo. Feitas as correcdes para cada fator de dilui¢do, as
concentragdes de proteina na fracdo S9 sdo calculadas como a média obtida (média
final) a partir das médias de cada triplicata e expressas como mg de proteina/ml de
fracao S9.

As determinagdes foram realizadas com a aceitagdo de um coeficiente de

variacdo maximo de 10%.
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3.3.1.1.3 — Determinacio da atividade enzimatica Cyp 1A1 e Cyp 2B1

Para a determinagdo da atividade enzimatica da subfamilia Cyp 1A1 foi usado o
marcador fluorescente chamado éster da fenoxazona - etoxirresorufina (EROD) e para a
subfamilia Cyp 2B1 o marcador usado foi o éster da fenoxazona - pentoxirresorufina
(PROD). A velocidade de desalquilagdo enzimatica dos respectivos ésteres da
fenoxazona foi verificada através do registro fluorimétrico do acumulo da resorufina,
substancia fluorescente, produto final da reagdo. A rea¢do ocorreu como descrito a
abaixo:

Inicialmente, adicionou-se a cubeta 1900 ul da solugdo tampao de K,HPO4
100 mM para analise da fragdo S9 dos figados dos camundongos tratados com a planta.
Em seguida, incubou-se a temperatura de 30°C durante 5 minutos e adicionou-se 40 pl
da fragcdo S9 e 10ul do substrato especifico (etoxirresorufina 1mM ou
pentoxirresorufina 1mM, ambos diluidos em DMSO. Apds mais 1 minuto de incubacio,
a reacdo foi iniciada com a adi¢do de 50 pl do sistema regenerador de NADPH (doador
de elétrons para a reacdo), constituido de 35 pl de glicose-6-fosfato desidrogenase,
35 pl de cloreto de magnésio, 140 pl de B-NADP e 140 ul de glicose-6-fosfato
(BURKE & MAYER, 1982).

No inicio da atividade enzimatica, realizou-se uma curva-padrao com diferentes
quantidades (picomoles) de resorufina (solugdo 1 uM em tampao). Estas atividades
foram realizadas em espectrofluorimetro Shimadzu — RF — 5000 (excita¢dao: 550 nm,
emissao: 582 nm, abertura de fenda: 5nm).

Por meio dos valores de inclinacdo da reta obtidos a partir de registros graficos e
sua correspondéncia com a intensidade de fluorescéncia (RTU) e através da
quantifica¢do de resorufina da curva-padrao, pode-se calcular a velocidade da reacdo

enzimdtica (pmoles/min/mg de proteina). Todas as determinagdes foram realizadas em
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triplicata para cada aliquota de S9 com aceitacao de um coeficiente de variagdo maximo

de 10%.

3.3.2 — Ensaios de toxicidade de doses repetidas (subaguda) do extrato etandlico de
C. alba por via intraperitonial

Na avaliacdo da toxicidade de doses repetidas por via intraperitonial, grupos de
dez machos e dez fémeas foram tratados com o extrato etandlico de C. alba dissolvido
em agua destilada nas doses de 125, 62,5, 31,3 e¢ 15,6 mg/kg/dia por 14 dias
consecutivos por via intraperitonial. Ao final do periodo de tratamento os animais
sobreviventes foram anestesiados com éter P.A. e uma amostra de sangue foi retirada
para a determinagdo da concentracdo de hemoglobina, hematdcrito, contagem de
heméceas e leucocitos totais, além de confec¢do de esfregaco em lamina, para a

avaliacao morfologica eritrocitaria e contagem percentual diferencial de leucocitos.

3.3.2.1 — Determinacio da hemoglobina, hematdcrito, contagem de hemiceas e
leucocitos totais e exame do esfregaco sangiiineo

Os indices de concentragdo de hemoglobina e contagem total de heméaceas e
leucdcitos foram realizados em aparelho de automacgao para hematologia em dispositivo
DA 530 (Celm). O hematocrito foi determinado em tubos capilares de micro
hematocrito em microcentrifuga (Quimis), com centrifugacao a 9000G por 5 minutos. O
esfregacgo sangiiineo foi corado com o corante para hemograma May-Grunwald-Giemsa
modificado e examinado ao microscopio optico (Olympus BX45) no aumento de 100
vezes. Os eritrécitos foram avaliados quanto a cor, ao tamanho, a forma e a estrutura. A
contagem diferencial de leucocitos constou de percentuais de bastdes, neutréfilos,

basofilos, eosindfilos, mondcitos e linfocitos presentes. Considerando-se que
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eritroblastos, macrofagos, granuldcitos imaturos, células linféides imaturas,
megacaridcitos e células anormais nao encontram-se normalmente no sangue, suas
presencas foram registradas separadamente quando presentes nos esfregagos dos

camundongos avaliados.

4— Estudo da mutagenicidade

O potencial mutagénico do extrato etanolico de Chiococca alba foi avaliado pelo
teste de Ames, utilizando as cepas TA 100, TA 98, TA 1535 ¢ TA 97a de
Salmonella typhimurium, na auséncia e na presenga de um sistema de ativacdo
metabolica, pelo método de pré-incubagdo de acordo com Gomes-Carneiro (1997) e

Gomes-Carneiro et al., (1998).

4.1 — Procedéncia das linhagens usadas nos testes

Neste estudo foram utilizadas as linhagens de Salmonella typhimurium TA 97a,
TA 98, TA 100 e TA 1535 fornecidas pelo Dr. Bruce Ames do Departamento de
Biologia Celular e Molecular da Universidade da Califérnia, Berkeley, pertencentes ao
Laboratério de Toxicologia Ambiental (ENSP-FIOCRUZ) e processadas segundo

protocolo estabelecido por Gomes-Carneiro (1997) e Gomes-Carneiro ef al., (1998).

4.2 — Testes de genotipos

As linhagens bacterianas usadas nos experimentos de mutagenicidade realizados
com o extrato etandlico de C. alba foram previamente avaliadas com relagdao as suas
caracteristicas fenotipicas, a fim de garantir a viabilidade e qualidade das cepas usadas.

A presenca das mutacdes no operon histidina e de outras alteragdes genéticas como as
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mutacoes rfa, uvrB e a presenca do plasmideo foram verificadas de acordo com Maron

& Ames (1983).

4.3 — Preparo das culturas de Salmonella typhimurium

Para a preparacdo das culturas bacterianas utilizadas nos ensaios de
mutagenicidade, cada cepa mantida em nitrogénio liquido foi descongelada em banho
de gelo. A cultura descongelada (200ul) foi entdo transferida para um erlenmeyer
contendo 20 ml de meio Oxoid Nutrient Broth n° 2 liquido. A cultura foi colocada para
crescer em banho-maria a 37°C, com agitagdo (90 movimentos/minuto) e protegida da
luz, durante 14-15 horas, tempo de crescimento necessario para a obtencdo de uma

concentracio bacteriana de 1-2 x 10° células/ml (MARON & AMES 1983).

4.4 - Testes de mutagenicidade por pré-incubacio

A tubos de ensaio previamente preparados com 2 ml de agar de superficie
adicionou-se solucdo de histidina 0,5mM /biotina 0,5mM. Os tubos foram mantidos a
45°C em banho seco e foram entdo adicionados: 100ul da cultura bacteriana (1-2 x
10°células/ml), 100ul de diferentes concentragdes do extrato etandlico de C. alba e
500ul de tampao sodio-fosfato 0,2M. Para o controle negativo, ao invés do extrato, foi
adicionado 100ul de solucao de alcool 70%, diluente utilizado para a planta. Os tubos
foram pré-incubados por 20 minutos em banho-maria a 37°C com agitagdo (90
movimentos por minuto), posteriormente homogeneizados em agitador de tubos tipo
Vortex e vertidos em placas de meio E. Nos experimentos realizados na presenca da
mistura S9, 500ul da mesma foi adicionada nos tubos de ensaio substituindo o tampao

(MARON & AMES, 1983).
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4.5 — Determinacao da toxicidade e do intervalo de doses do extrato etandlico de
C. alba

A determinacao da toxicidade e potencial mutagénico do extrato as linhagens de
Salmonella typhimurium foi determinada usando o procedimento de pré-incubacao de
20 minutos, no qual verificou-se a presenca do limite superior de toxicidade para cada
cepa testada na presenca e na ausé€ncia da mistura S9. A presenga de concentragdes
toxicas do extrato para as bactérias utilizadas foi caracterizada pela formacao de debris
celulares no fundo das placas. Este fendomeno ocorre quando ha morte bacteriana em
grande escala, tornando a histidina residual mais disponivel, o que permite que bactérias
auxotroficas sobreviventes sofram um maior nimero de divisdes celulares e tornem-se

visiveis como pequenas colonias.

4.6- Sistema de ativacio metabolica

O sistema de ativagdo metabdlica (mistura S9) foi preparado da seguinte
maneira: 7 ml de dgua destilada, 10,5 ml de tampao sédio-fosfato 0,2M (pH 7,4), 840ul
de B-NADP 0,1M, 105ul de glicose-6-fosfato 1M, 420ul de solu¢ao de MgCl, 0,4 M
com KCI 1,65 M e mistura S9 liofilizada reconstituida com 2,1ml de agua dstilada. A
mistura S9 utilizada é composta por uma fracdo microssomal hepatica obtida a partir de
figado de ratos Sprague-Dawley machos, induzidos por Aroclor-1254. A fragdo

liofilizada foi mantida a -20°C até o momento do seu uso (AMES et al., 1973).

4.7 — Controles positivos utilizados nos experimentos feitos com o extrato etandlico
de C. alba
Os controles positivos utilizados neste trabalho, bem como suas respectivas

doses, foram determinados através de protocolo descrito por Gomes-Carneiro, (1997).
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A) Em experimentos realizados na auséncia da mistura S9
TA 100 e TA 1535: azida sodica (1ug/placa) - Aldrich Chemical
TA 98: 2-nitrofluoreno (1ug/placa) — Aldrich Chemical

TA 97a: 4-nitroquinolina-N-6xido (1pg/placa) — Sigma Chemical

B) Em experimentos realizados na presenca da mistura S9
TA 100 e TA 1535: 2-aminoantraceno (1ug/placa) — Merck
TA 98: 2-aminoantraceno (0,5ug/placa) - Merck

TA 97a: 2-aminofluoreno (10ug/placa) — Merck

5- Avaliacio da citotoxicidade do extrato etanoélico de C. alba em Artemia salina
O bioensaio com o microcrustaceo Artemia salina foi utilizado para avaliar a
citotoxicidade do extrato etanolico de C. alba e determinar a concentragao letal mediana

(CLsop), ou seja, concentracao na qual a metade dos organismos expostos ¢ morta.

5.1 — Procedimentos para a realizacio do teste de toxicidade com Artemia salina

Os cistos de Artemia salina foram fornecidos pelo Laboratério de Poluicao das
Aguas — COPPE/UFRJ, livres de contaminantes, na fase de nauplios II - III com alta
taxa de eclosdo e sensibilidade ao dodecil sulfato de s6dio compreendida entre 30,9 e

31,1 mg/l (CLs de 24 horas).

5.2 — Bioensaio
As solugdes-teste foram preparadas em baldes volumétricos, diluindo com agua
do mar sintética (preparada de acordo com o procedimento descrito por Meyer e

colaboradores em 1982) e transferindo-se 10ml para os becheres. Para cada
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concentracdo foram montadas trés réplicas. Em cada réplica foram colocados dez
organismos com o auxilio de uma pipeta Pasteur de ponta redonda. O grupo controle foi
composto por trés réplicas contendo apenas dgua do mar sintética.

O teste foi mantido em incubadora bioldgica (FANEM) a (25+1)°C por 24 horas,
em auséncia de luz. Apos o periodo de 24 horas de incubagdo do teste, os organismos
afetados e ndo afetados pela amostra foram contados em lupa Olympus SZK e os valores

registrados em formulario.

5.3 - Concentrac¢ao das amostras

O extrato etandlico de C. alba foi dissolvido em 4gua marinha artificial na
concentragdo de 1000ug/ml (1000ppm). A partir desta solugdo-mde, as demais
concentragdes de 500, 100, 50 e 10pg/ml foram obtidas, diluindo-se com dgua do mar
artificial. Paralelamente, foi realizada uma curva com o solvente usado na extracdo das
raizes de C. alba, utilizando-se as concentragoes de 0,1, 15,0 e 10,0% de etanol P.A. nas

mesmas condi¢des em que foi realizado o experimento com o extrato bruto da planta.

5.4 — Calculo da CL5

Para a obtencdo da CLsy os resultados obtidos nos testes de avaliagdo de
toxicidade foram submetidos a testes estatisticos, de acordo com o método de ajuste
Spearman-Karber, que fornece também o intervalo de 95% de confianca (HAMILTON,

RUSSO & THUESTON, 1977).
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6— Avaliacio farmacologica
A atividade analgésica periférica do extrato etanolico de C. alba foi
determinada através do método da inibicdo do numero de contor¢cdoes abdominais

induzidas por acido acético 0,6% por via intraperitonial (COLLIER ef al., 1968).

6.1 — Teste de analgesia periférica

Foram utilizados, neste experimento, trés grupos de cinco camundongos Swiss
Albinos machos (35+2g) e cinco camundongos Swiss Albinos fémeas (30+1g)
fornecidos pelo Biotério Central da Fundagdo Oswaldo Cruz (CECAL-FIOCRUZ) com
6 semanas de vida. Cada grupo foi tratado do seguinte modo: um grupo recebeu agua
destilada, constituindo o grupo controle; outro grupo recebeu solucdo de dipirona sddica
50mg/ml e o ultimo grupo recebeu 500 mg/kg do extrato etandlico de C. alba. O
volume administrado das respectivas solugdes aos grupos de animais foi de
10ml/kg/peso corporeo, por via oral, 30 minutos antes de ser efetuado o estimulo
doloroso com a inje¢do intraperitonial de 0,Iml/10g de camundongo de solucdo de
acido acético glacial a 0,6%. Os animais foram colocados em caixas plasticas
individualizadas ¢ o nimero de contorgdes ou estiramentos abdominais foram contados
em intervalos de 5 minutos, pelo periodo de 30 minutos, a partir da inje¢do

intraperitonial com 4acido acético 0,6%.

7 — Reagentes

Acido citrico monoidratado PA (C¢H307.H,0): Merck
Acido acético P.A: Merck

Acido Cloridrico (HCI): Merck

Albumina Sérica Bovina (BSA) Sigma Chemical Co
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Alcool etilico P.A. (etanol absoluto): Merck
Ampicilina triidratada: Sigma Chemical Co

Cloreto de magnésio P.A. (MgCl,:6H,0): Merck
Cloreto de potassio P.A. (KCl): Merck

Cloreto de sédio P.A. (NaCl): Merck

Cloroférmio (CHCIl3): Merck

Cristal violeta: Merck

D-(+)-Biotina: Merck

D-(+)-Glicose anidra P.A. (NaOH): Vetec
D-glicose-6-fosfato Sigma

Acido etilenodiaminotetracético (EDTA): Merck
Etoxirresorufina Boehringer Mannheim GmbH
Fosfato de potassio dibasico P.A. (K,HPO,): Merck
Fosfato de potassio monobasico (KH,PO,)

Fosfato de sodio dibasico P.A. (Na,HPO4. 7H,0): Reagen
Fosfato de so6dio e amonio tetraidratado P.  Merck
Fosfato de s6dio monobasico monoidratado P.A. (NaH,PO4. H,0O): Isofar
Glicerol: Merck

Glicose-6-fosfato desidrogenase 250U Sigma
Hidréxido de sodio P.A. (NaOH): Merck
L-Histidina. HCI. monoidratada: Sigma Chemical
Pentoxirresorufina Boehringer Mannheim GmbH
Reagente de Bradford Merck

Resorufina Aldrich

Sacarose (Cj2H2,011) Qeel
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Sulfato de magnésio P.A. (MgSOs. 7TH,0): General Division
Sulfoxido de dimetila (DMSO): Merck

Tampao sodio-fosfato 0,2 M: Merck

Tetraciclina base livre: Sigma Chemical CO

Tris [2,4,6-tris(dimetilaminometil)-fenol]: Merck
B-D-glicose-6-fosfato monossodica: Aldrich Chem

B-nicotinamida-adenina-dinucleotideo-fosfato (B-NADP): Sigma Chemical

8— Meios de cultura
Os meios de cultura foram preparados e utilizados de acordo com o
procedimento descrito por Gomes-Carneiro, (1997).
Agar de superficie
Meio E
Meio oxoid nutrient broth
Meio Oxoid Nutrient Broth n. 2 Oxoid

Mistura S9 MOLTOX (Molecular Toxicology, Incorporated, Annapolis, USA)

9-Solucoes

Solugdo de 4gua marinha sintética
Solugdo de ampicilina (8 mg/ml)
Solugdo de Cloreto de Magnésio
Solugao de glicose — 6 — fosfato
Solugao de glicose a 20% (P/V)

Solugao de glicose-6-fosfato S00mM
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Solugao de Glicose-6-Fostato-Desidrogenase 250U
Solucao de histidina 0,5 mM/biotina 0,5 mM

Solugao de K,HPO, (fosfato de potassio dibasico) 100mM pH 7,8
Solugao de KH,PO4 (fosfato de potassio monobasico) 1 M
Solugdo de KH,PO4 50 mM/ NaCl 150mM pH 7,2
Solucao de mutagénicos (controle positivos)

Solugdao de NADP 0,1 M

Solugao de sais (MgCl, 0,4M + KCl 1,65 M)

Solucao de sais Voguel-Bonner (10x)

Solugdo de salina NaCl 0,9% (P/V)

Solugdo de tetraciclina (2 mg/ml)

Solugdo de B-NADP 25mM

Solugdo tampao

Substratos — EROD e PROD
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1- Rendimento da extracdo do extrato etanolico a partir das raizes de
Chiococca alba
Apbs a extragdo unindo os processos por maceragdo estatica e por aparelho de

Soxhlet, o rendimento do material botanico foi de 86,4g por quilo de raizes moidas.

2- Avaliacdo Quimica

2.1- Fracionamento de Ca3950

A fragdo Ca3950, que apresentou cristais em forma de agulhas impregnadas com
material de aspecto oleoso, quando analisada por CCD e revelagdo por anisaldeido
sulfurico, originou uma mancha de coloracdo lilas indicativa da presenga de esteroides
e/ou triterpenos. A pouca quantidade de material fez com que se escolhesse a CG/EM
como técnica para possivel identificacdo da(s) substancia(s). Previamente, esta fragao
foi submetida a metilacdo para que possiveis acidos graxos presentes pudessem ser
convertidos em derivados de maior volatilidade. A analise por CG/EM revelou uma
mistura rica em acidos graxos acompanhados por um triterpeno com tempo de retengao

de 45,2 minutos, conforme pode ser observado no cromatograma 1.
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Cromatograma 1: Cromatografia com fase gasosa da fragdo Ca3950.

Os espectros de massas 1, 2, 3, 4 e 5 mostram um perfil de fragmentagdo que
sugere a presenca de acidos graxos na fragdo Ca3950 e que encontram-se listados com
seus respectivos tempos de retengdo na tabela 1. Dentre os dcidos graxos, evidenciados
através de seus ésteres metilicos, foi verificada a presenca do éster metilico do acido
hexadecandico como componente majoritario da mistura eluido em 12,9 min. A
caracterizagdo dos componentes foi realizada por comparacdo com modelos de
fragmentacdo de substancias descritas na literatura (McLAFFERTY & STANFFER,

1989; NIST62).

Tabela 1: Acidos graxos identificados na fragio Ca3950 do extrato etanolico das raizes

de C. alba.

Componentes tempo de retengdo (min.) | M' *m/z
Ac. Hexadecanoico 12,9 270
Ac. Octadecandico 14,0 298
Ac. Eicosanoico 15,1 326
Ac. Docosandico 16,4 354
Ac. Tetracosandico 18,1 382
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Espectro 1: Espectro de massas, por impacto de elétrons a 70 eV, acido hexadecanodico.
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Espectro 2: Espectro de massas, por impacto de elétrons a 70 eV, 4cido octadecandico.

81




143
. a7
129
1
LM_JLL -
100 " 150

179 185 198 2T M
1 [ [ . : r
r° 200 250 300 30 400
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Espectro 4: Espectro de massas, por impacto de elétrons a 70 eV, &cido docosanoico.
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Espectro 5: Espectro de massas, por impacto de elétrons a 70 eV, 4cido tetracosandico.

A substancia que eluiu em 45,2 min. foi identificada através de seu espectro de
massas (espectro 6) como sendo provavelmente o acido ursélico (figura 9). Estruturas
da série dos triterpenos pentaciclicos ndo saturados, como o oleanano ou o ursano,
podem ser rapidamente identificados através da observagcdo de um pico com m/z 203

(OGUNKOYA, 1981).

& COOMe

HO

Figura 9: Acido ursélico
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Espectro 6: Espectro de massas, por impacto de elétrons a 70 eV, acido ursolico.

Djerassi e col. (1963) descreveram que a presenca de picos intensos com
m/z 133 e 262 sdo caracteristicas na fragmentagdo de triterpenos com esqueletos
semelhantes aos anteriormente citados. De acordo com os autores, os fragmentos
formados sdo resultantes da quebra do anel C, que ocorre através de uma reacao do tipo
retro-Diels-Alder. Assim, o fragmento com m/z 262 ¢ originado a partir do ion
molecular com m/z 470, que corresponde ao peso molecular do éster do acido ursoélico.
O pico com m/z 203 resulta da perda de 59 unidades de massa (-COOCH3) a partir do
ion com m/z 262. A figura 10, mostra uma proposta de fragmentagao estabelecida para

0 4cido ursoélico, com base nos argumentos mencionados (WALLER, 1972).
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Figura 10: Proposta de fragmentagao do éster metilico do acido ursodlico sob impacto de

elétrons a 70eV.

2.3- Cromatografia liquida de alta eficiéncia do extrato etandlico das raizes de
C. alba.

Prosseguiu-se o estudo fitoquimico optando-se por uma investigacao sistematica
do extrato etandlico. Com base na pesquisa bibliografica realizada para a familia
verificou-se predominancia de antraquinonas, iriddides e alcaldides inddlicos como
marcadores sistematicos em Rubiaceae. Sabendo-se que a tribo Antirheoideae, da qual
Chiococca alba faz parte, nao ¢ produtora de alcaldides indolicos, a busca passou a ser
focada nas duas outras classes que apresentam cromoforos bem caracteristicos.

Desse modo, o extrato etanolico foi submetido a analise por cromatografia

liquida de alta eficiéncia acoplada a detector no UV com rede de diodos. A analise por
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CLAE (cromatograma 2) utilizando esse tipo de deteccao oferece informacgdes tuteis
sobre possiveis classes de metabolitos, podendo até mesmo indicar formas estruturais

basicas como um norteio para trabalhos futuros mais detalhados.
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Cromatograma 2: Cromatografia liquida de alta eficiéncia do extrato em etanol das

raizes de C. alba.

Os sinais com maximos de absor¢ao no espectro do UV em 246nm (para o sinal
em 7,8 min.) e 248nm (para o sinal em 10,8 min.) apresentam banda tnica na regido do
UV, dificultando uma possivel identificacdo, tais comprimentos de onda levam a
especular sobre a probabilidade da presenga de acidos fendlicos (HARBORNE, 1984).

O fato de terem eluido da coluna logo no inicio da corrida confirma o carater bastante

polar dessas substancias (espectros 7 e 8).
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Espectro 7: Espectro no UV da substancia eluida em 7,8 min. do extrato etandlico das

raizes de C. alba.
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Espectro 8: Espectro no UV da substancia eluida em 10,8 min. do extrato etandlico das

raizes de C. alba.
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O sinal em 27,4 min. apresenta um espectro no UV que mostra os maximos de
absor¢ao em 240, 275, 308 (ombro) e 372nm (espectro 9), em possivel concordancia
com aqueles obtidos na literatura para algumas antraquinonas isoladas de Rubiaceae
(WIINSMA & VERPOORTE, 1986). As antraquinonas encontradas em Rubiaceae
constituem um grupo homogéneo de substincias, todas derivadas de uma estrutura

triciclica basica (figura 11) formadas através da via chiquimato-mevalonato.

1,4-dimetoxi-,3-metilenodioxiantraquinona

Figura 11: Antraquinonas de Rubiaceae.
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Elas diferem somente na natureza dos substituintes € no padrao de substituicao
nos anéis A ¢ C. Um grupamento metila, oxidado ou ndo, estd sempre presente na
posi¢ao C-2 ou na posicao C-6, que sao biogeneticamente equivalentes. Os substituintes
encontrados com maior freqiiéncia, em adi¢do ao grupo metila (oxidado ou nao) na
posicdo C-2, sdo os grupos hidroxila e metoxila. Estes substituintes estdo geralmente
presentes no anel C nas posi¢des C-1, C-2, C-3 e C-4 e no anel A nas posigoes C-5 e
C-6. Em antraquinonas de Rubiaceae a presenga de substituintes nas posi¢oes C-5 e/ou
C-6 e/ou C-7 ¢é muito mais freqiiente do que na posicdo C-8 do anel A (WIINSMA &
VERPOORTE, 1986). A tabela a seguir mostra a semelhanca entre os comprimentos de
onda da substincia eluida em 27,4 min. e antraquinonas isoladas de espécies de
Rubiaceae. No caso da substdncia em questdo ser uma antraquinona, pode-se esperar
que haja um substituinte no anel C, possivelmente uma metoxila, sem entretanto poder

se precisar o nimero € as posi¢des nas quais se encontram.

1.0
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Espectro 9: Espectro no UV da substancia eluida em 27,4 min. do extrato etanolico das

raizes de C. alba.
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Tabela 2: Sinal eluido de C. alba, seus maximos de absorcao e possivel correlagdo com

antraquinonas descritas na literatura para Rubiaceae (WIINSMA & VERPOORTE,

1986).

Substancia Maximos de absorc¢ao (A, nm)

Tempo de retenc¢do 27,4 min. 240, 275, 308 (ombro), 372
Damnacanthol éter w-metilico 242,274,308, 380 (em MeOH)
Damnacanthal 247,282,375 (em EtOH)
1,4-dimetoxi-,3-metilenodioxiantraquinona | 220 (ombro), 241, 276, 375 (em MeOH)

As antraquinonas sdo marcadores quimicos de Rubiaceae, mais especificamente
da subfamilia Rubioideae (BOLZANI et al., 2001) e até o momento ainda nao foram
encontradas em C. alba. Assim, abre-se a possibilidade para a ocorréncia de
antraquinonas na espécie encorajando estudos futuros.

Ao se comparar o formato dos espectros no UV (espectros 10, 11 e 12) e os
maximos de absorcao dos sinais eluidos em 28,7, 30,2 e 33,1 min. (cromatograma 2),
tem-se a impressao de que formam um grupo de substidncias congéneres com
substituintes tais que, apesar de nao causarem interferéncia consideravel nos
deslocamentos dos comprimentos de onda, conferem caracteristicas para que haja

diferenca nos tempos de retencgao.
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Espectro 10: Espectro no UV da substancia eluida em 28,7 min. do extrato etandlico das

raizes de C. alba.
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Espectro 11: Espectro no UV da substancia eluida em 30,2 min. do extrato etandlico das

raizes de C. alba.
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raizes de C. alba.

A sugestdo inicial é de que se trata de um conjunto de iridoides e/ou seco-

iridoides. Os espectros no UV sugerem a presenga de um grupo acila aromatico
correspondente a um sistema do tipo cinamoila, com absor¢ao caracteristica em torno de

326 nm. Trabalho realizado por Carbonezi ¢ col. (1999) mostra a presenca de trés
iridoides e um seco-iridéide (todos glicosilados e contendo um grupamento acila

aromatico) denominados de albosideos (I a IV), nas raizes de C. alba, com maximos de

retengdo acima citados (tabela 3).

absor¢do bem proximos aos verificados para as substincias eluidas nos tempos de
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Espectro 12: Espectro no UV da substancia eluida em 33,1 min. do extrato etanolico das




Iridéides sdao comuns em Rubiaceae, sendo considerados importantes
marcadores quimiotaxondmicos na familia. Inouye e col. (1988) investigaram a
presenca de iridoides em trinta e cinco espécies de rubidceas, através de analise por CG
e/ou CG/EM, objetivando um estudo quimiotaxondmico baseado em uma classificacao
fundamentada nas similaridades estruturais desses metabolitos. Os resultados sugerem
que estas plantas possam ser divididas em trés grupos, onde a subfamilia Antirheoideae
mostrou conter seco-iriddides e loganina biossintetizados a partir do asperulosideo, um

iridoide glicosilado encontrado em varias espécies da subfamilia Rubioideae.

Tabela 3: Méximos de absor¢ao observados nos espectros no UV das substincias

eluidas em 28,7, 30,2 e 33,1 min. e possivel correlagdo com iriddides isolados de

C. alba.

Substancias Maximos de absorc¢ao (., nm)

Tempo de retengao 28,7 min. 219, 240, 325

Tempo de reteng¢ao 30,2 min. 215, 240, 329

Tempo de reteng¢ao 33,1 min. 215, 240, 329

Albosideo 1 208, 235, 325

Albosideo I1 208, 238, 330

Albosideo 111 208, 235, 338

Albosideo IV (seco-iridoéide) 210, 238, 325

Essas observacdes estimulam estudos futuros abrindo possibilidades de se isolar
iridoides e/ou seco-iridoides, j4 conhecidos ou ndo, das raizes de C. alba em escala

preparativa.
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A interpretacdo meramente visual dos espectros no UV dos sinais eluidos com
tempo de retencao de 34,6, ¢ 39,8 min. permite que se considere tratar de substancias
com estruturas semelhantes. As absor¢des em 327 e 325 nm, respectivamente, levam a
especular sobre a presenca de um sistema cinamoila (espectros 13 e 14). De acordo com
a tabela 4, (HARBORNE, 1984), tais comprimentos de onda indicam a probabilidade da
presenca de fenilpropanodides derivados do acido hidroxicindmico no extrato etanolico
da “cainca”. Apesar da diferenga com relagcdo ao maximo de absor¢do para a substancia
eluida em 42,0 min. (espectro 15) quando comparada com as duas anteriormente
citadas, de um modo geral o formato dos espectros ¢ parecido e os comprimentos de
onda situam-se na faixa daqueles encontrados para derivados fenilpropanoidicos,

conforme pode ser visto na tabela a seguir.

Tabela 4: Maximos de absor¢do observados nos espectros de UV das substincias
eluidas em 34,6, 39,8 ¢ 42,0 min. e possivel correlagdio com acidos hidroxicindmicos

(HARBORNE, 1984).

Substancias Maximos de absorciao (Ap,x Nm)
Tempo de retengdo 34,6 min. 227,327
Tempo de retencao 39,8 min. 236, 325
Tempo de retengao 42,0 min. 231, 313
ac. p-cumarico 227,310
ac. caféico 243, 326
ac. ferulico 235,324
ac. sindpico 239, 325
ac. o-cumarico 227,275, 325
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Espectro 13: Espectro no UV da substancia eluida em 34,6 min. do extrato etandlico das
raizes de C. alba.

Vay
A\
lll' azs
/ 5 \a / \
VA /o
fio i)
."ll/ |
mabe /o || -‘-.I
/ "., \
f '
Ii“ f I|I|I
ll'l. .llll I'.
II“I J 'II
‘\ / |'.| :
\
\
. . \ :
M MO RT:38.868(min) [B] [Wnnamed] - - s e = - - e
Espectro 14: Espectro no UV da substancia eluida no tempo de 39,8 min. do extrato
etanolico das raizes de C. alba.
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of 439

Espectro 15: Espectro no UV da substancia eluida em 42,0 min. do extrato etanolico das

raizes de C. alba.

Apesar do cromatograma ndo apresentar uma linha-base satisfatéria, a simetria
observada para os sinais mostrou-se satisfatoria, fazendo com que a interpretacdo dos
espectros relativos aos picos pudesse ser feita de uma forma proxima a realidade. Nem
todos os espectros puderam ser interpretados em face das diversidades estruturais

possiveis.
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2.2 — Pesquisa de alcalodides nas raizes de C. alba

A avaliagdo do extrato etandlico ¢ das fragdes obtidas em hexano,
diclorometano, acetato de etila e 1-butanol por cromatografia em camada delgada com
relacdo ao conteudo de alcaldides, apontou resultado negativo para presenca desses
metabolitos nas raizes da “cainca”. Resultado semelhante foi encontrado na analise do
residuo obtido pela extragdo em meio basico conforme descrito na parte experimental.
Apesar de El Abbadi e col. 1989 terem isolado dois alcaldides isoquinolinicos desta
parte da planta, ndo foi possivel detectar a presenga destes metabodlitos, mesmo quando
seguimos a metodologia adotada pelos pesquisadores. Considerando que os autores nao
mencionaram a quantidade de planta trabalhada, ¢ impossivel avaliar a percentagem dos
alcaldides no extrato por eles trabalhado. Assim, podemos deduzir que possivelmente os
alcaldides estejam ausentes ou em concentragdes bastante reduzidas nas raizes da planta

coletada para a elaboragdo deste trabalho.

3- Avaliacdo toxicologica do extrato etandlico de C. alba

A investigagdo das propriedades toxicologicas das substancias as quais o homem
esta exposto ¢ de vital importancia para a seguranca de seu uso. O estudo toxicologico
de C. alba se sustenta no fato desta planta ser usada na medicina popular e estar
disponivel sob forma de fitoterdpico em escala industrial sob o nome comercial de
Rheumoflora®, sendo fabricado pela Flora Medicinal atualmente sobre o comando da
Natura do Brasil. O Rheumoflora® ¢ um medicamento fitoterapico registrado em 1924
e sua formulagdo foi desenvolvida pelo Dr. J. Monteiro da Silva associando as raizes da
“cainca” (Chiococca alba) e de uma samambaia (Polypodium lepidopteris Langsd. &
Fisch.) Kunze (Bulario do Rheumoflora®).

Atualmente, a RDC 17 (ANVISA/MS, 2000) exige que sejam realizados testes

de toxicidade que garantam a seguranca no uso de medicamentos a base de plantas. Os
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testes toxicoldgicos devem assegurar a auséncia de risco toxico para o usuario, atraveés
da indicagdo da presenga de grupos ou substancias quimicas toxicas presentes no
fitoterapico possibilitando uma dose segura e adequada para os fins terapéuticos.

Os testes farmacoldgicos atestam a coeréncia com relacdo as indicacoes
terapéuticas propostas. Se as condi¢des anteriores ndo forem todas atendidas, a referida
resolugdo indica a avaliagdo da relacdo risco/beneficio, podendo ser exigidas
comprovagdo de seguranca de uso e/ou eficacia terapéutica, e/ou ainda a adogdo de
restrigdes a forma farmacéutica, freqiiéncia de uso e indicagdes, de modo a possibilitar a
utilizagdo adequada do medicamento e ndo causar danos a saide dos usudrios.

O uso popular e mesmo o tradicional, ndo sdo suficientes para validar as plantas
medicinais como eficazes e seguras. Seu uso deve ser fundamentado em evidéncias
experimentais comprobatorias de que o risco a que se expdem aqueles que a utilizam ¢
suplantado pelos beneficios que possam advir (SIMOES et al., 1999). Pouco se conhece
sobre os constituintes quimicos de C. alba e os estudos toxicologicos podem colaborar
no fornecimento de dados, que indiquem a possivel existéncia de propriedades toxicas

no extrato bruto das raizes.

3.1 — Estudo da toxicidade aguda por via oral, intraperitonial e subcutianea
A toxicidade aguda por via oral, intraperitonial e subcutanea do extrato etandlico
de C. alba foi investigada em camundongos Swiss Albinos machos e fémeas ¢ esta

ilustrada de forma compilada na tabela 5.
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Tabela 5: Toxicidade aguda do extrato etanolico de C. alba para as vias oral,

intraperitonial e subcutanea.

Oral Intraperitonial Subcutinea
Dose Sexo | M/T Sintomas M/T Sintomas M/T Sintomas
(mg/kg)
62,5 M - - 0/2 Sonoléncia, tremores, 0/2 Sem alteragdes
taquipnéia e piloeregdo
F - - 0/2 Sonoléncia, tremores e 0/2 Sem alteragdes
taquipnéia
125 M --- - 2/2 Piloeregdo, prostragdo 0/2 Sem alteragGes
sonoléncia e tremores
F --- --- 0/2 Prostragéo ¢ piloeregéo 0/2 Sem alteragdes
250 M 0/2 Hipoatividade 2/2 | Sonoléncia, prostracdoe | 1/2 Prostragdo
taquipnéia
F 0/2 Hipoatividade 0/2 | Sonoléncia, prostracdoe | 1/2 Prostragdo
taquipnéia
500 M 0/2 Hipoatividade 1/2 | Sonoléncia, prostragdo e | 2/2 | Letargia e prostracio
taquipnéia
F 0/2 Hipoatividade 2/2 | Sonoléncia, prostragdo e | 2/2 | Letargia e prostracdo
taquipnéia
1000 M 0/2 Hipoatividade --- --- --- ---
F 0/2 Hipoatividade --- --- --- ---
2000 M 0/2 Hipoatividade - --- --- ---
F 0/2 Hipoatividade - - - -

Quadro clinico apresentado pelos camundongos — machos (M) e fémeas (F) — tratados com dose tnica do
extrato etanodlico de C. alba diluido em agua destilada pelas vias oral, intraperitonial e subcutinea.

M= mortos e T= animais tratados.

A metodologia empregada na realizacdo destes experimentos utilizou um
nimero reduzido de animais (dois machos e duas fémeas em cada intervalo de dose
testado) para a determinagdo da dose letal aproximada (DLA) por via oral,
intraperitonial e subcutanea. Durante os ultimos anos, por razdes éticas € econdmicas,
os toxicologistas t€ém se empenhado em reduzir o nimero de animais necessarios para a
avaliacdo da seguranca dos agentes quimicos e em usar métodos in vitro sempre que

possivel. A determinagdo da dose letal mediana (DLsp) vém sendo questionada pelo
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elevado niimero de animais sacrificados para prover um valor estatisticamente valido. O
método de determinagdo da DLsy depende de muitas variaveis como a espécie animal
usada, do sexo, da idade, da dieta, da temperatura e umidade do ambiente, dos ritmos
circadianos e dos procedimentos laboratoriais dentre outros fatores, de modo que a
reprodutibilidade dos resultados obtidos s6é pode ser mantida sob rigidas condigdes
experimentais. Assim, a substituicdo da DLsy por outras metodologias como a dose letal
aproximada (DLA) que emprega um numero menor de animais poderia fornecer
informagdes uteis na classificagdo dos agentes quimicos de acordo com suas
propriedades toxicas e na selecdo de doses para estudos de doses repetidas ou cronicas

posteriores (PAUMGARTTEN et al., 1989).

3.1.1 — Estudo da toxicidade aguda por via oral

A avaliagdo da toxicidade aguda por via oral mostrou que as raizes desta planta
ndo provocaram mortes nos camundongos machos e fémeas tratados até a dose maxima
testada de 2000 mg/kg (tabela 6). Os dados relativos as variagdes de peso corporal sdo
apresentadas na tabela 7. Os camundongos machos e fémeas que foram tratados com a
dose de 2000 mg/kg por via oral apresentaram queda nos registros de peso no segundo
dia apos o tratamento (figura 12 e 13), em decorréncia a parada na alimentacao por um
periodo de algumas horas. Nos demais grupos de doses (250, 500 e 1000 mg/kg) nao
foram observadas diminui¢des nos valores de peso corporal registrados apos o
tratamento com a planta.

Nas fémeas que receberam a dose de 2000 mg/kg, ndo ocorreu a queda de peso
nos primeiros dias apresentada pelos machos. Elas permaneceram com ganho de peso
estavel até o final do periodo de observagdo. O mesmo se verificou no ganho diario de

peso das fémeas que receberam as doses de 1000, 500 e 250 mg/kg por via oral
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(figura 13). A necropsia dos animais sacrificados por deslocamento cervical realizada
no 15° apds o tratamento, nao revelou nenhum achado macroscopico digno de registro

em todos os animais tratados com o extrato.

Tabela 6: Toxicidade aguda do extrato etandlico de C. alba por via oral.

Dose (mg/kg ) Sexo Mortos / Tratados Quadro Clinico

2000 M 0/2 Hipoatividade.

F 0/2 Hipoatividade.

1000 M 0/2 Hipoatividade.

F 0/2 Hipoatividade.

500 M 0/2 Hipoatividade.

F 0/2 Hipoatividade.

250 M 0/2 Hipoatividade.

F 0/2 Hipoatividade.

0 (Veiculo) M 0/2 Sem alteragdes.
F 0/2 Sem alteragdes.

Quadro clinico apresentado pelos camundongos — machos (M) e fémeas (F) — tratados por entubagdo
gastrica com dose Uinica do extrato etandlico de C. alba diluido em 4gua destilada (veiculo). Os animais

foram observados por 14 dias apds o tratamento.

Um quadro de hipoatividade estabeleceu-se apos a dose inica com o extrato por
entubagdo gastrica em todos os animais tratados. Este efeito teve inicio em poucos
minutos e foi observado em todos os intervalos de dose testados (2000, 1000, 500 e
250 mg/kg/peso corporal) e incluiu sinais de sonoléncia e catatonia. Os animais que
receberam a menor dose (250 mg/kg) recuperaram-se do estado hipoativo em menor
tempo do que os que receberam as doses superiores. Portanto, o efeito de hipoatividade
pareceu ser dependente da dose administrada considerando-se as diferengas nos
periodos de laténcia observados para a recuperacdo do mesmo tanto nos camundongos

machos quanto nas fémeas.
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Algumas espécies de Rubiaceae apresentam propriedades ligadas a mecanismos
centrais que levam a ocorréncia de mudancas comportamentais. No género Psychotria,
a espécie Psychotria viridis possui o alcaldide N,N-dimetiltriptamina, isolado das folhas
desta planta, que apresenta atividade agonista serotonérgica. Este metabolito age no
sistema nervoso central levando ao aparecimento de estados hipnoticos e alucinégenos

em humanos que ingerem esta planta (CALLAWAY et al., 1999).

Tabela 7: Ganho de peso (g) de camundongos tratados com dose unica do extrato

etanolico de C. alba por via oral.

Dose Sexo N Dias apos o tratamento
(mg/kg) 0 2 5 6 8 10 12 14
0 M 2 372+42  379+3,1 38,5+42 39.8+4,6 40,1+7,8 41,1+6,6 42,6+5,5 43,6+5,1
(veiculo) F 2 332423 34,5+1,2  35,6+£1,6 36,7+1,7 36,3£1,5 36,6£2,0 37,9+1,6 37,9+1,6
250 M 2 38,8+54 39,6443 41,1+4,0 40,6+2,8 42,0+4,1 44,4435 443+3,6 45+£3,8
F 2 309+0,3 32,1£0,2  32,9+1,7 32,6+£1,6 33,0£1,8 34,8402 34,2+0,6 35+0,1
500 M 2 374+l1,5 37,0£0,6 38,7+1,7 38.4+1,2 38,9+1,2 40,4+3,1 39,7£2.8 40,4+1,9
F 2 28,8+0,9 293+0,1 30,6£1,6 30,4+1,5 30,8+1,6 334+1,4 33,0+1,4 32,8+1,2
1000 M 2 38,6+45 39,7424  40,642,1 42,7+1,9 42,5+1,7 45340,9 45,3+0,7 45,5+1,0
F 2 283+0,6 28,7+0,5 29,7+1,2 30,3+1,7 30,4+0,3 32,8+1,3 33,6+0,7 33,0+1,0
2000 M 2 33,5£2,1 28,1+1,5 34,0£1,6 34,8+1,6 36,6+2,8 38,0+2,6 38,8+4,0 40,0+4,0
F 2 269408 253405 27,6£0,1 27,6£0,6 28,5+0,7 29,5+0,3 29,9+0,1 29,0+1,3

Alteragdes de peso corporal de camundongos machos (M) e fémeas (F) tratados por entubacdo gastrica

com dose unica do extrato etandlico de C. alba diluido em agua destilada. Os resultados sdo apresentados

como média + desvio padrdo e foram analisados com o Teste ¢ de Student. * Valores diferentes (p<0.05) em

relacdo ao grupo veiculo (controle). N = numero de animais.

Como nao foram evidenciadas na literatura a presenga de substancias isoladas
das raizes de C. alba que pudessem produzir mudangas comportamentais iguais as
observadas, permanece obscura a identidade do(s) constituinte(s) responsavel(is) pelo
efeito hipoativo verificado. Este resultado sugere que as raizes de C. alba podem

possuir substancias que agiriam sobre o sistema nervoso central e, encoraja a realizacao
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de experimentos comportamentais como o campo aberto para a investigagao do efeito

de hipoatividade observado nos animais tratados por via oral.
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Figura 12: Oscilagdes de ganho de peso dos camundongos machos ap6s dose tnica do

extrato etanolico de C. alba por via oral.

41

38 N W veiculo
R 35 ] _ i W 250mg/kg
g gg : O 500mg/kg
= 2% - @ 1000mg/kg

23 [ 2000mg/kg

20 - i

0 2 .4 6 8 10 12 14
dias apds o tratamento

Figura 13: Oscilagdes de ganho de peso dos camundongos fémeas apds dose unica do

extrato etanolico de C. alba por via oral.

3.1.2 — Estudo da toxicidade por via intraperitonial
No experimento de toxicidade aguda por via intraperitonial foram tratados 2
animais de cada sexo em quatro intervalos de doses ( 500, 250, 125 e 62,5 mg/kg). Os

resultados estdo ilustrados na tabela 8 e mostram que as fémeas e os machos tratados
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com a dose de 500 mg/kg morreram em decorréncia do tratamento. Nos camundongos
que receberam a dose de 250 mg/kg, apenas uma fémea sobreviveu ao tratamento com o
extrato. As mortes observadas nos animais destes dois grupos de doses ocorreram
dentro do intervalo de 1 a 2 horas apds a administracdo. Os sintomas observados
iniciaram-se poucos minutos apds o tratamento ¢ incluiram sonoléncia, prostracao,
tremores e taquipnéia e perduraram até o momento da morte. Apesar do quadro supra
citado, os animais permaneceram respondendo a estimulos sonoros. A fémea que
sobreviveu a dose de 250 mg/kg recuperou-se dos sintomas que precederam a morte dos
outros animais e ndo apresentou queda no peso nos dias apos o tratamento por dose
unica com o extrato etanolico de C. alba (tabela 9). Na dose de 125 mg/kg, um macho
tratado morreu apresentando um quadro clinico semelhante ao anteriormente, mas a
sintomatologia incluia piloere¢@o e tremores além de um periodo de laténcia de 7 horas
para a ocorréncia da morte.

Para os demais animais tratados com o extrato das raizes de C. alba ndo foram
observados mortes nos grupos de dose de 125 (fémeas) e 62,5 mg/kg até o final do
periodo de observacdo de 14 dias. As duas fémeas tratadas com a dose de 125 mg/kg
apresentaram sintomas como prostracao e piloere¢do, que se iniciaram poucos minutos
apds o tratamento e duraram por algumas horas. Na dose de 62,5 mg/kg, a
sintomatologia dos animais de ambos os sexos compreendeu piloerecao, minutos apds a
administracdo, e prostragdo transitorias que desapareceram com o tempo. As figuras 14
e 15 mostram o registro nos ganhos de peso dos animais sobreviventes a administragao

aguda do extrato por via intraperitonial por 14 dias apos o tratamento com a planta.
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Tabela 8: Toxicidade aguda do extrato etanolico da C. alba por via intraperitonial.

Dose
(mg/kg)

Sexo Mortos/Tratados

Laténcia para morte (N)

Quadro Clinico

500

M 2/2

>1h, <2h

>1h, <2h

Sonoléncia, prostragéo,
tremores, taquipnéia, mas
respondendo a estimulos
SONOroS.

Sonoléncia, prostragdo,
tremores, taquipnéia, mas
respondendo a estimulos
SONoros.

250

>1h, <2h

>1h, <2h

Sonoléncia, prostragdo,
tremores, permanecendo
no canto da caixa com
taquipnéia, mas
respondendo a estimulos
SONOros.

Sonoléncia, prostragéo,
tremores, permanecendo
no canto da caixa com
taquipnéia, mas
respondendo a estimulos
SONoros.

125

<24h

Sonoléncia,  prostragdo
piloerecao e tremores.
Prostragdo, piloerecao.

62,5

Sonoléncia e em seguida
tremores, alteracdo da
freqiiéncia respiratoria e
piloerecao

Sonoléncia ¢ em seguida
tremores e alteragdo da
freqiiéncia respiratoria.

0 (Veiculo)

M 0/2

F 0/2

Sem alteragdes.

Sem alteragdes.

Mortalidade, laténcia para a morte e quadro clinico apresentado por camundongos — machos (M) e fémeas

(F) — tratados por via intraperitonial com dose unica do extrato etanolico de C. alba diluido em agua

destilada (veiculo). Os animais sobreviventes foram observados por 14 dias apés o tratamento. (N) =

numero de animais mortos com o periodo de laténcia assinalada.

Nenhuma alteragdo macroscopica nas visceras pode ser evidenciada na necropsia

realizada, tanto dos animais que morreram durante o periodo de observacdao quanto

daqueles sacrificados ap6s o fim do mesmo.
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Tabela 9: Ganho de peso (g) dos camundongos apds dose unica do extrato etandlico de

C. alba por via intraperitonial.

Dose Sexo N

Dias apés o tratamento

(mg/kg) 0 2 4 6 8 10 12 14
250 F 1 32,1 29,6 32,8 34,7 35,5 36,2 36,7 37,3
125 M 1 33,5 30,8 34,2 34,7 34,9 35,2 36,5 37,8

F 2 31,343,6 31,5+0,9 32,024 323+3,6 33,143,0 33,844,1 34,5439 35,0443

62,5 M 2 34,0£2,0 35,6+£2,6 373+£24 372+£28 37,7£2,6 39,8+4,2 40,5£3,7 40,7+3,3

F 2 288+3,0 27,6+1,5 30,1%1,5 30,8+1,4 31,7+1,6 32,8+0,8 31,9+0,9 32,8+1,5

0 M 2 274419 29,543,6 31,6£5,1 324450 33,746,3 33,9475 344455 35,8443
(Veiculo) F 2 28,9+0,8 31,4+1,6 31,7+1,1 32,0£0,6 32,6+£0,2 33,2+1,0 34,0£0,7 35,6+1,3

Alteracdes de ganho de peso de camundongos machos (M) e fémeas (F) tratados por via intraperitonial com
dose unica do extrato etandlico de C. alba diluido em agua destilada. Os dados sdo apresentados como
média + desvio padrdo e referem-se apenas aos animais que sobreviveram até o periodo final de observagéo
(14 dias). Os dados foram analisados com o Teste ¢ de Student. * Valores diferentes (p<0.05) em relagdo ao
grupo veiculo (controle). N = numero de animais sobreviventes. Todos os animais tratados com a dose de

500 mg/kg e um macho tratado com a dose de 250 mg/kg peso corporal morreram.

Nos testes onde avaliou-se a toxicidade do extrato etandlico da “cainca” através
da via intraperitonial utilizou-se concentragdes menores do que as empregadas por via
oral. O extrato etandlico de C. alba apresentou efeitos toxicos mesmo em doses mais
baixas quando administrado por via parenteral. A Dose Letal Aproximada (DLA) obtida
segundo procedimento descrito por Kennedy e colaboradores, em 1986, foi de
250 mg/kg para as fémeas. Entretanto, os machos pareceram ser mais sensiveis aos
efeitos dos componentes da planta apresentando uma DLA de 125 mg/kg. Efeitos
centrais puderam ser observados como sonoléncia e tremores, além de alteracdes na
freqliéncia respiratoria em todas as doses testadas por via intraperitonial. O periodo de
laténcia para a ocorréncia das mortes foi de apenas duas horas para as doses de 500 e

250 mg/kg, demonstrando a alta letalidade do extrato.
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Em 1983, Schapoval e colaboradores realizaram experimentos de toxicidade
aguda com doses crescentes do extrato alcdolico das raizes de C. alba utilizando
camundongos Swiss. Os animais deste experimento foram observados por 4 horas e a
Dose Letal Mediana (DLsg) encontrada foi de 134,28 mg/kg por via intraperitonial para
ambos os sexos. A toxicidade das raizes C. alba foi atribuida pelos pesquisadores a
possiveis glicosideos cardiotonicos identificados através de testes fitoquimicos
preliminares. A presenca de glicosideos cardiotonicos ou quaisquer outras substancias
responsaveis pela toxicidade observada, tanto pelo experimento realizado por Schapoval
e colaboradores quanto na encontrada neste trabalho, ainda ndo foram esclarecidas.

A DLA de 125 mg/kg para os animais do sexo masculino encontrada no
presente estudo, se aproxima da DLs, encontrada por Schapoval e colaboradores em
1983, apesar das duas metodologias diferirem no nimero de animais utilizados, os
valores encontrados foram semelhantes e corroboram com indicios que o uso da dose
letal aproximada ¢ um método adequado e recomendado pela sua eficiéncia, praticidade

e redug¢do do numero de animais sacrificados.
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Figura 14: Oscilagdes de ganho de peso dos camundongos machos ap6s dose tnica do

extrato etanolico de C. alba por via intraperitonial.
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Figura 15: Oscilagdes de ganho de peso dos camundongos fémeas ap6s dose unica do

extrato de C. alba por via intraperitonial.

3.1.3 — Estudo da toxicidade por via subcutanea

A toxicidade aguda por via subcutinea estd ilustrada na tabela 10, onde dois
machos e duas fémeas tratadas com a dose de 500 mg/kg peso corporal morreram com
um periodo de laténcia de 2 dias, apresentando um quadro de letargia nas primeiras
horas e posteriormente uma prostragdo persistente até a morte. No grupo tratado com a
dose de 250 mg/kg, metade dos animais morreram apresentando prostracdo como

sintoma principal com um periodo de laténcia de 2 dias para as fémeas e 3 dias para os

machos.
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Tabela 10: Toxicidade aguda do extrato etanolico de C. alba por via subcutanea.
Dose (mg/kg) Sexo Mortos/Tratados Laténcia paraa  Quadro Clinico

morte (N)
500 M 2/2 >24h, <48h (2)  Letargia.
F 2/2 >24h, <48h (2) Prostragao.
250 M 1/2 >48h, <72h Prostracao.
F 1/2 >24h, <48h Prostragao.
125 M 0/2 - Sem alteragdes.
F 0/2 - Sem alteracoes.
62,5 M 0/2 - Sem alteracdes.
F 0/2 - Sem alteragodes.
0 (Veiculo) M 0/2 - Sem alteragodes.
F 0/2 - Sem alteragdes.

Mortalidade, laténcia para a morte e quadro clinico apresentado por camundongos — machos (M) e fémeas
(F) — tratados por via subcutdnea com dose Unica do extrato etandlico de C. alba diluido em agua
destilada (veiculo). Os animais sobreviventes foram observados por 14 dias apds o tratamento. (N) —

numero de animais mortos com o periodo de laténcia assinalada.

Nos animais que receberam as doses de 125 e 62,5 mg/kg, nao foram observadas
mortes até o final do periodo de observagao (14 dias) e nenhuma alteragdo no quadro
clinico digna de registro pode ser verificada. Quanto ao ganho de peso diario (tabela
11), houve perda de peso apos a administragao, com posterior recuperagao de todos os
grupos de dose tratados com o extrato em relagdo ao grupo controle. Tanto os machos
quanto as fémeas apresentaram quedas nos pesos no dia seguinte a administracdo do
extrato etandlico de C. alba, ilustradas nas figuras 16 e 17, respectivamente. O
emagrecimento observado em todos os camundongos tratados com a planta deveu-se
aos periodos de prostracdo e letargia que os animais apresentaram em decorréncia do
tratamento. No quarto dia ap6s a administragdo subcutanea do extrato os animais
voltaram a se alimentar com posterior recuperacdo do peso perdido indicando um

possivel efeito do extrato etanolico de C. alba.
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Os sintomas de prostracdo, letargia e emagrecimento observado apds o
tratamento com a “cainca” foi também verificado apds administracdo subcutanea de
outra espécie vegetal pertencente a mesma familia. O tratamento agudo com o extrato
bruto das folhas de Palicourea marcgravii (Rubiaceae) em ratos Wistar, provocou
diminui¢ao na locomog¢ao espontanea, aumento nos periodos de imobilidade ¢ inani¢ao
em experimento comportamental realizado em campo aberto. O decréscimo na atividade
geral apresentada apés a administragdo desta espécie de Rubiaceae sugeriu um efeito
neuroléptico ligado aos receptores de dopamina no sistema nervoso central pela via
mesoestriatal mais relacionada a fungio motora (GORNIAK, PALERMO & SOUZA-
SPINOSA, 1990). Talvez o efeito depressivo observado ap6s o tratamento com a
“cainca” possa estar relacionado a mecanismos centrais, necessitando de maiores
investigagdes tanto no sentido de esclarecer a(s) substancia(s) dotada(s) desta
capacidade quanto ao modo de acdo utilizado para que este efeito possa ser observado.

A DLA para a via subcutanea foi de 250 mg/kg para ambos os sexos, € nao
observou-se mortes abaixo da dose de 125 mg/kg, para as quais a sintomatologia
mostrou-se mais branda que quando o extrato foi administrado na dose por via
intraperitonial. Nas doses de 125 e 62,5 mg/kg por via subcutinea, diferentemente da
via intraperitonial, os animais tratados ndo apresentaram nenhum sintoma apos a
administracao do extrato. Nos animais que morreram em decorréncia do tratamento com
o extrato etandlico das raizes de C. alba nas doses de 500 e 250 mg/kg as causas das

mortes nao foram esclarecidas.
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Tabela 11: Ganho de peso (g) de camundongos tratados com dose tnica do extrato

etanolico de C. alba por via subcutinea.

Dose Sexo N Dias apos o tratamento
(mg/Kg)
0 2 4 6 8 10 12 14
250 M 1 36,6 30,5 36,2 38,1 38,9 39,3 40,1 41,3
F 1 30,7 28 31,2 31,5 30,4 32,4 33,2 33,8
125 M 2 36,0+1,1 34319 35709 36,218 36,6+2,5 36,7+0,8 36,9+1,3 37,5+1,6
F 2 256402 22,5+0,2 283+0,1 29,5+0,5 30+£0,1 30,4+0,8 30,7+1,6 32,1+1,1
62,5 M 2 40939 37,0£2,8 44,2432 432434 443£27 443£3,6 44,6£2,5 45,3£3.1
F 2 263+1,7 232412 294+13 294+1,5 31,8+1,5 30,6412 31,5t1,6 33,9+1,9
0 M 2 30,7£0,2 31,3£0,2 31,8+0,8 3240,1 32,240,8 32,4+0,6 33,2+1,7 33,842,6
(Veiculo) F 2 303+1,0 31,8t1,1 322+13 324401 32,7406 33,1403 33,9+0,7 34,2404

Alteragdes de peso corporal (g) de camundongos machos (M) e fémeas (F) tratados por via subcutianea
com dose unica do extrato etandlico de C. alba diluido em agua destilada. Os dados sdo apresentados
com média + desvio padrio e referem-se aos animais que sobreviveram até o final do periodo de
observagdo (14 dias). Os dados foram analisados com o Teste ¢ de Student. * Valores diferentes (p<0.05)
em relagdo ao grupo veiculo (controle). Ndo houveram sobreviventes na dose de 500 mg/kg peso
corporal.

Todos os animais que morreram durante o experimento de toxicidade
aguda por via subcutanea foram necropsiados assim que constatados os Obitos, mas
nenhum sinal ou alteracdo macroscopica foi observada, o que poderia sugerir ou indicar
o(s) orgao(s) ou tecido(s) afetado(s) pela(s) substancia(s) presentes no extrato
responsavel(is) pela toxicidade observada. Nos camundongos sacrificados ao final do

periodo de observagdo de 14 dias apds o tratamento, os dados de necropsia nao

apontaram para nenhuma lesao ou sinal de toxicidade visiveis nas visceras.
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Figura 17: Oscilagdes de ganho de peso dos camundongos fémeas apds dose tnica do

extrato etanolico de C. alba por via subcutanea.

Quando analisa-se os resultados obtidos com a administra¢do do extrato de
C. alba por via enteral (oral) e por vias parenterais (intraperitonial e subcutanea),
verifica-se grandes diferencas entre elas. Por via oral o extrato da “cainca” ndo
provocou mortes até o limite de 2000 mg/kg e o unico sinal que pode ser notado nos
animais foi um quadro de hipoatividade de rapida instalagdo e evolucdo de algumas
horas. Mas, quando o extrato foi administrado por via intraperitonial observou-se

mortalidade em doses maiores ou iguais a 125 mg/kg nos machos e 250 mg/kg nas
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fémeas e por via subcutanea em doses maiores ou iguais a 250 mg/kg para ambos os
sexos em periodos de tempo considerados breves. Aliado a alta mortalidade
encontramos um amplo quadro de sintomas que estenderam-se até as menores doses
administradas por via intraperitonial.

Ficam claras as diferengas entre as vias de administragdo e que os principios
toxicos responsaveis pela mortalidade podem estar sendo degradados pelo pH do
estobmago ou pouco absorvidos pelo trato gastrointestinal, dentre outros fatores, quando
administrado por via oral. No estdmago as substancias quimicas entram em contato com
muitas enzimas digestivas (pepsina, renina e lipase gastrica) em adi¢do ao acido
cloridrico. Assim, a absor¢do ou as caracteristicas quimicas de algumas substancias
presentes no extrato podem ter sido alteradas pela interagdo com o conteudo gastrico.
Por via oral, ao contrario das vias intraperitonial e subcutanea, o principio toxico pode
estar sendo inativado por enzimas que compde o sistema responsavel pela

biotransformacao dessa(s) substancia(s).

3.2 — Estudo da toxicidade de doses repetidas (subaguda) pelas vias oral e
intraperitonial

A finalidade dos testes de doses repetidas (subagudo) ¢ descobrir agdes
qualitativa ou quantitativamente diferentes produzidas pelo maior tempo de exposicao,
permitindo medir o periodo de laténcia para a instalagdo dos efeitos toxicos e o acumulo
das substincias no organismo (SIMOES et al., 1999). No estudo de toxicidade de doses
repetidas foram usados um niimero maior de animais (dez machos e dez fémeas para
cada dose testada) a fim de comprovar os resultados observados no experimento de dose
unica além de verificar o comportamento dos camundongo frente repetidas exposigcdes

ao extrato etanodlico de C. alba.
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3.2.1 — Estudo da toxicidade de doses repetidas (subaguda) por via oral

Quando o extrato etandlico de C. alba foi testado em doses repetidas por via oral
em camundongos Swiss Albinos por 14 dias, ficou demonstrado que o mesmo nao
provocou nenhuma morte nos animais tratados até a dose maxima de 2000 mg/kg/dia. O
unico sintoma que pode ser apreciado, tanto nos camundongos machos quanto nas
fémeas, em todos os intervalos de dose avaliados (2000, 1000, 500 e 250 mg/kg/dia) foi
um quadro de hipoatividade. Este efeito iniciava-se poucos minutos apos a
administracdo por entubacdo gastrica e permanecia por algumas horas. Os animais
ficavam sonolentos e estaticos dentro das caixas onde eram mantidos. Apesar dos sinais
de hipoatividade, manifestada apds cada administragdo até a quinta dose, os animais nao

apresentaram perdas de peso durante o tratamento com a planta (tabela 12).

Tabela 12: Ganho de peso (g) de camundongos tratados com doses repetidas do extrato

etanolico de C. alba por via oral.

Dose  Sexo N Dias apos o tratamento

(mg/kg) 0 2 5 6 8 10 12 14
0 M 2 257+1,7 28,0£2,1 29,1+1,8 31,0£2,0 31,0£2,5 332£2,6 33,9+2,4 34,6+2,5
(veiculo) F 2 29,1£2,0 31,8£2,2 31,4+2,6 31,8+2,6 31,0£2,9 32,3+28 32,9+£3,1 33,3£3.3
500 M 2 264432 287+3,1 28.143,1 30,044,1 304435 31,7438 32,6540 33.4+39
F 2 305834 32,0434 312429 314328 31429 31428 322427 32.6:2.8
1000 M 2 27742,6 29,842,6 29,5424 30,3+2,2 31,0£2,2 32,7423 32,5+4,0 34,823
F 2 297+19 30,8+1,4 30,6+1,0 30,1+1,5 30,5+1,1 31,4+1,0 31,6+1,1 32,0+14
2000 M 2 28,4439 30,2+3,8 30,9+4.4 32,1£3.4 29,9+4)2 31,4449 33,2+4,1 34,6445
F 2 29,0£1,7 303+1,7 304+13 29,6+£1,4 29,0£1,4 29,4+1,8 30,0£1,6 30,6+1,8

Alteragdes de peso corporal de camundongos machos (M) e fémeas (F) tratados por entubacdo géstrica

com doses repetidas

do extrato etandlico de C. alba diluido em agua destilada. Os resultados sdo

apresentados com média + desvio padrdo e foram analisados com o Teste ¢ de Student. * Valores diferentes

(p<0.05) em relagdo ao grupo veiculo (controle). N = nimero de animais.
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Na necropsia dos animais sacrificados ao final do periodo de tratamento de 14
dias com o extrato, ndo se verificou nenhum sinal macroscépico de toxicidade nos
orgdos dos camundongos e nao houve diferenca significativa no peso do figado, baco,
rins e coracdo dos camundongos dos grupos que receberam as doses testadas (2000,
1000 e 500 mg/kg/dia) em relagdo ao grupo veiculo que recebeu apenas o diluente do
extrato (agua destilada) por via oral, ilustrada na tabela 13. Nao foram encontradas

perfuragdes ou sinais de hiperemia estomacal em todos os animais tratados.

Tabela 13: Peso (g) dos o6rgdos de camundongos tratados com o extrato etandlico de

C. alba por via oral em doses repetidas por 14 dias.

Dose Sexo N Peso dos orgaos (g)
(mg/kg)
Figado Baco Coracao Rim
direito esquerdo
0 M 10 1,91 £ 0,31 0,17 +0,03 0,16 +0,03 0,22+0,03 0,23+£0,02

(veiculo) F 10 1,79 +0,19 0,17 £ 0,02 0,16+£0,03 0,19+0,04 0,19 +0,04

10 1,93 +0,38 0,17 +£0,06 0,15+0,03 0,21+£0,02 0,221+0,03
10 1,76 £ 0,28 0,19+ 0,04 0,18+0,04 0,19+0,02 0,19+0,02

500

= 2

1000 M 10 2,18 +£0,25 0,20 £ 0,07 0,18+0,04 0,23+0,04 0,23+0,05
10 1,83+0,17 0,17+0,02 0,15+0,02 0,18+0,02 0,18+0,02

e

2000 M 10 2,15+0,35 0,16 + 0,04 0,17+0,03 0,22+0,04 0,22+0,04
F 10 1,73 £0,21 0,17+0,03 0,14+0,02 0,18+0,05 0,18+0,02

Peso (g) dos 6rgdos de camundongos machos (M) e fémeas (F) tratados por entubagéo gastrica com doses
repetidas do extrato etandlico de C. alba por 14 dias . O grupo veiculo recebeu agua destilada. Os dados
sdo apresentados como média = desvio padrao do peso dos 6rgdos dos animais necropsiados ao final do
tratamento e foram analisados com o Teste ¢ de Student. * Valores diferentes (p<0.05) em relagdo ao

grupo veiculo (controle).

Os experimentos de doses repetidas fornecem uma estimativa sobre os efeitos
toxicos produzidos apds sucessivas doses da(s) substancia(s)-teste e pode(m) revelar
indicios sobre efeitos cumulativos. No caso do extrato etandlico de C. alba, o uso na

forma de tintura no medicamento fitoterapico ¢ comum por periodos prolongados, até o
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desaparecimento dos sintomas e melhora do quadro que levou o individuo a administra-
la. A administragdo por via oral de doses constantes do extrato etanolico da planta por
14 dias consecutivos nao provocou mortes nos camundongos tratados até a maior dose
testada (2000 mg/kg/dia). Estes resultados poderiam, preliminarmente, subscrever a
seguranga no uso das raizes de C. alba.

Semelhante ao que ocorreu no experimento de dose Unica por esta via, oS
animais apresentaram hipoatividade como unico sintoma aparente. Houve diferencas
nos periodos de laténcias para a recuperacao dos animais do estado hipoativo no qual se
encontravam, sendo mais breve o tempo quanto menor a dose administrada
(500 mg/kg/dia). Curiosamente, ap6és o quinto dia de tratamento, os animais
apresentaram uma maior tolerancia ao extrato de C. alba, ndo sendo mais observados os
efeitos de hipoatividade até a tltima dose administrada. Conceitua-se tolerdncia como a
habilidade que o organismo desenvolve de responder com menos intensidade a um
agente quimico do que numa ocasido anterior para a mesma dose. O organismo se torna
refratario ao efeito do agente em virtude de prévias exposi¢des a ele. O fenomeno da
tolerancia deve-se a trés mecanismos principais: a falha na translocagdo do agente
quimico nos receptores (esta hipotese apresenta poucos estudos experimentais);
mecanismos de biotransformacao (aumento da eliminagdo/excrecdo do agente); e por
ultimo, o mecanismo que envolveria mudangas numéricas e conformacionais de
receptores a serem ativados pelo agente quimico (LOOMIS & HAYES, 1996). Estes
resultados permitem estudos futuros no sentido de verificar que mecanismo estaria
envolvido na hipoatividade do extrato etanolico das raizes de C. alba para uma possivel
utilizagdo desta planta como calmante ou ansiolitica.

Nao hé evidéncias de efeitos cumulativos, uma vez que nao foram observadas

alteracdes macroscopicas nos 6rgios dos animais sacrificados ao final do periodo de
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tratamento por 14 dias. A pesagem das visceras, figado, rins, baco e coragdo dos
animais que receberam as doses do extrato nao apresentaram diferencas significativas.
Também foram descartados efeitos irritantes sobre a mucosa estomacal, pois ndo foram
encontradas perfuracdes, ulceras ou hiperemia nos estomagos de todos os animais
tratados. Os resultados indicam que as administragdes repetidas com o extrato etandlico
de C. alba, por via oral, ndo provocaram mortalidade sobre camundongos Swiss
Albinos e, apesar dos animais apresentarem sinais de hipoatividade, estes ndo
produziram efeitos sobre a ingestdo de alimento, visto que ndo houve emagrecimento
nos camundongos.

Uma vez comprovada a relagdo entre as doses testadas e os efeitos toxicos
produzidos pelo extrato etandlico de C. alba por via oral pode-se estabelecer que o
NOAEL (nivel maximo de dose em que nao se observam efeitos adversos) foi maior
que 2000 mg/kg/dia. Este ¢ um parametro importante na avaliagdo da margem de
seguranga da planta pela populagdo. O extrato etandlico de C. alba na maior dose
administrada aos camundongos (2000 mg/kg) corresponde a 20 gramas de raizes por
quilo de peso corporal. A exposicdo humana, em niveis comparaveis a este,
corresponderia a ingestdo de 1,4 quilos de raizes de C. alba para um individuo adulto de
70 quilos de peso. Assim, ¢ improvavel a ocorréncia de ingestao desta dose pelo uso de

chas e tinturas a base de raizes de C. alba.

3.2.1.1 — Avaliacdo da atividade das isoenzimas hepaticas do complexo citocromo
P-450

Os metabolitos secundarios encontradas no reino vegetal sdo considerados
xenobidticos (produtos estranhos ao organismo humano) e biotransformados em grande

parte por enzimas que compde o sistema P-450. Assim, a analise das atividades
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enzimaticas de duas subfamilias de isoenzimas hepaticas ligadas ao complexo
citocromo P-450, responsaveis pela biotransformagdo de xenobidticos, foi realizada
para averiguar a existéncia de inducao ou inibicdo destas isoenzimas pelas substancias
do extrato administrado aos camundongos.

As atividades de etoxirresorufina-O-desetilase (EROD) e pentoxirresorufina-O-
despentilase (PROD) foram medidas nos figados de camundongos de ambos os sexos
tratados com doses repetidas de 2000 mg/kg/dia por 14 dias. A atividade de EROD ¢
marcadora da subfamilia CyplAl, responsavel pela Dbiotransformagdo de
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos e bifenilas dentre outras substincias. Esta
atividade ndo apresentou diferenga significativa em relacdo a atividade enzimatica
verificada nos camundongos do grupo controle que receberam o diluente do extrato
(dgua destilada). A atividade de PROD, marcadora da subfamilia Cyp2B1 e responsavel
pela biotransformagdo do fenobarbital por exemplo, mostrou-se acima dos valores
obtidos nos grupos controle, mas ndo teve significancia estatistica verifica pelo teste “¢”
de Student.

O resultado indica que estes dois grupos de isoenzimas ndo foram induzidas ou
inibidas pelas substancias presentes no extrato que foi administrado repetidamente ao
camundongos por via oral. Os resultados da atividade enzimatica EROD e PROD sao

mostradas nas figuras 18 e 19.
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Figura 18: Atividade EROD (etoxirresorufina-O-desetilase) de camundongos tratados
com doses repetidas por via oral com o extrato etandlico de C. alba na dose de
2000 mg/kg/dia por 14 dias. Os grupos controle receberam agua destilada pelo mesmo

periodo de tempo. * Valores diferentes (p<0,01) do grupo controle.
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Figura 19: Atividade PROD (pentoxirresorufina-O-despentilase) de camundongos
tratados com doses repetidas por via oral do extrato etanodlico de C. alba na dose de
2000 mg/kg/dia por 14 dias. Os grupos controle receberam agua destilada pelo mesmo

periodo de tempo. * Valores diferentes (p<0,01) do grupo controle.
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Os processos de biotransformagdo hepaticos podem influenciar na toxicidade das
substancias quimicas que dependem deste sistema de metabolizacdo para a sua
conversao em metabolitos, que podem ser mais ou menos toéxicos do que a substancia de
origem. Por esta razdo, ¢ importante avaliar se houve inducao ou inibi¢ao das atividades
das isoenzimas microssomais hepaticas. A indugdo enzimatica, basicamente, representa
um mecanismo de adaptagdo a doses repetidas do xenobiotico, porque resulta num
aumento na metabolizacdo das substancias. A indugdo enzimatica pode proteger o
animal (quando a detoxificacdo estd envolvida) ou prejudicar o mesmo (quando o
mecanismo de ativacdo estiver ocorrendo). Se o produto de metabolizagdo das enzimas
microssomais levar a formacdo de um metabdlito com maior toxicidade (ativagdo
metabolica) que a substancia de origem, a inibicdo das enzimas de biotransformacgao iria
proteger o animal da toxicidade resultante (LOOMIS & HAYES, 1996).

No caso das raizes de C. alba, nao houve modificacdo nas atividades
enzimaticas analisadas indicando que o extrato ndo induziu ou inibiu este sistema de
metabolizacdo de xenobioticos. O objetivo principal deste estudo foi garantir que estas
rotas de metabolizacdo ndo seriam afetadas pela(s) substancia(s) do extrato levando em
consideracdo o uso concomitante de terapias alopaticas. O uso de politerapia é uma
pratica comum entre as pessoas que sofrem de doengas cronicas como o reumatismo,
atividade pela qual o extrato de “cainca” ¢ comercializado pela industria de
fitoterapicos. A associacdo de um medicamento fitoterapico que possui a capacidade de
induzir ou inibir o sistema de biotransformacdo hepatico poderia interferir na
biodisponibilidade de drogas que necessitassem desta via enzimatica para exercer seus

efeitos terapéuticos ou para serem inativadas impedindo possiveis efeitos indesejados.
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3.2.2 — Estudo da toxicidade de doses repetidas (subaguda) por via intraperitonial
No experimento realizado, administrando-se o extrato etanolico de C. alba por
via intraperitonial pelo periodo de 14 dias, foi observado que na maior dose testada
(125 mg/kg/dia), apenas um macho, dos dez tratados, sobreviveu até o final do
tratamento, com consideravel perda de peso (tabela 14). Este Uinico sobrevivente
apresentou sintomas variados, que incluiram hipoatividade, sonoléncia, tremores e
piloere¢do, que se iniciavam poucos minutos apds a administragdo. Estes sintomas
persistiram por algumas horas e recorreram até o quarto dia apds cada tratamento com o
extrato e tiveram o mesmo periodo de laténcia para o desaparecimento destes sintomas.
Apds a primeira dose de 125 mg/kg/dia foram observados cinco 6bitos nos
camundongos machos, sendo que os sinais e sintomas que precederam as mortes
incluiam hipoatividade, tremores, sonoléncia e cianose, demonstrada pela coloragdo
azulada nas patas e caudas dos animais. O periodo de laténcia para as mortes foi de
cerca de 6 horas apés a primeira administragdo do extrato da planta. Nao foram
encontrados sinais indicativos da causa mortis nas necropsias realizadas apds serem

constatados os Obitos.
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Tabela 14: Ganho de peso (g) de camundongos tratados com doses repetidas do extrato

etanolico de C. alba por via intraperitonial.

Dose Sexo N Dias apos o tratamento
(mg/kg)
0 2 4 6 8 10 12 14
0 M 10 47,6434 46,9+3,1 46,6435 47,3+3,3 47,6433 48,5+3,1 48,5+29 48,8+2.7
F 10 43,1£3,8 43,8432 43,7+3,3  42,0+3,3 43,044,2 43,2+4,8 43,1+4,5 44,0+4,8
15,6 M 10 50,8+7,9 48,5+6,9 47,8+6,8  47,6+6,7 46,2+6,9 46,9+7,3 46,4+7,1 47,2+6,9
F 10 46,2+3,6 44,5+33 43,77+£3,1 433+3,7 434+3,9 43,1443 42,7+4,1 41,7+4,0
31,3 M 6 49.8+3.4 48,4+2,8 46,5t1,6  459+2,2  452+1,4 44,7+1,3 45,9+1,3 46,3+1,1
F 10 44,741 423436 41,643,3  404+3,6  39,6£3,9 39,2435 38,9+3,1 38,6+3.,5
62,5 M 6 46,6£2,21 42,8435 43,94+3,1 42,639 443+34 42,6+2,7 43,6x1,7 43,8+14
F 10 48,3+8,26 45,5+6,6 44,2+6,6 43,10£6,0 42,2+6,0 41,1+5,8 40,9+5,4 40,0+£5,6
125 M 1 473 434 39,5 39,1 39,7 36,1 34,6 37,5
F 3 404432 37,7825 34,7+26 342+28 338+3,0 33,0+2,6 33,1+2,9 32,9432

Alteracdes de peso corporal (g) de camundongos machos (M) e fémeas (F) tratados por via intraperitonial
com doses repetidas do extrato etanolico de C. alba diluida em agua destilada (veiculo). Os dados sdo
apresentados com média + desvio padrdo e referem-se aos animais que sobreviveram até o final do
periodo de tratamento de 14 dias (N). Os dados foram analisados com o Teste ¢ de Student. * Valores
diferentes (p<0.05) em relagdo ao grupo veiculo (controle). O grupo veiculo recebeu apenas agua

destilada por via intraperitonial por 14 dias consecutivos.

Apb6s a segunda administragdo, quatro machos que receberam a dose de
125 mg/kg/dia morreram cerca de 2 horas apds a inje¢do intraperitonial. Os animais que
ja apresentavam sonoléncia, hipoatividade e nenhuma resisténcia a imobilizagdo apds a
segunda administragcdo, intensificaram estes sintomas que culminaram com as mortes.
Novamente, ndo foram encontrados sinais na necropsia que sugerissem ou indicassem a
causa das mortes.

Nas fémeas do grupo (125 mg/kg/dia), duas mortes foram observadas 6 horas
apoOs a primeira administragdo do extrato. Outras trés fémeas sobreviveram ao segundo
dia, sucumbindo 3 horas ap6s a administracdo. No terceiro dia de tratamento, foram

perdidas mais duas fémeas cerca de 3 horas apos a inje¢do abdominal com o extrato de
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C. alba. Os sintomas apresentados por todas estas fémeas, apos cada administragao,
eram hipoatividade, tremores e sonoléncia, que iniciaram-se poucos minutos apos a
injecdo intraperitonial com o extrato. Apenas trés fémeas sobreviveram até o ultimo dia
de tratamento, apresentando os mesmos sinais (hipoatividade, tremores, prostraciao e
piloere¢do que duraram de 3 a 4 horas) que acometeram as demais fémeas ap6s cada
dose até a quinta administracdo. A tabela 14, mostra que os camundongos sobreviventes
tratados com a dose de 125 mg/kg/dia apresentaram perdas diarias de peso.

As necropsias dos animais machos e fémeas sobreviventes mostram que os pesos
das visceras retiradas ndo foram diferentes dos pesos das visceras dos camundongos
controle que receberam apenas o diluente do extrato (dgua destilada) por via
intraperitonial (tabela 15). No macho e nas trés fémeas sobreviventes ao tratamento com
a dose de 125 mg/kg/dia foram verificadas aderéncias mesenteriais acentuadas no
peritonio, além de um espessamento da parede abdominal acompanhada de
enrijecimento, dificultando a visualizacdo e retirada das visceras.

No grupo que recebeu a dose de 62,5 mg/kg/dia foram tratados dez machos, dos
quais um morreu imediatamente apds a primeira administracdo e outros trés no final do
tratamento, sendo dois apds a décima terceira dose e outro apds a ultima dose. A
necropsia destes animais foi prejudicada pelo elevado grau de autdlise em que se
encontravam os cadaveres, pois as mortes ocorreram a noite ¢ foram constatadas apenas
na manha seguinte. Mesmo assim, nada foi revelado de anormal nas visceras e tecidos.
Todos os animais que receberam a dose de 62,5 mg/kg/dia apresentaram hipoatividade,
tremores e piloerecdo poucos minutos depois da administracdo da primeira ¢ segunda
dose. Nos dias seguintes, eles ndo apresentaram estes sintomas, tolerando melhor o
tratamento. A tabela 14 mostra que as médias dos pesos dos camundongos apresentaram

decréscimos nos primeiros dias do tratamento, se estabilizando nos seguintes, mas
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acabando o periodo com baixas, quando comparados ao grupo controle que recebeu
apenas agua destilada (diluente do extrato) por via intraperitonial.

Na necropsia realizada apds o sacrificio por deslocamento cervical, ao término
do periodo de tratamento com a dose de 62,5 mg/kg/dia por via intraperitonial, foram
observadas as presenc¢as das seguintes alteracdes macroscopicas: presenca de aderéncia
nas veias mesentéricas, com uma camada branca no mesentério em dois machos do
grupo ¢ outros dois apresentavam a vesicula seminal enrijecida no lado esquerdo.
Quanto ao peso de figado, rins e baco, nao houve diferengas significativas em relagdo ao

grupo controle (tabela 15).

Tabela 15: Peso (g) dos orgdos de camundongos tratados com o extrato etandlico de

C. alba por via intraperitonial em doses repetidas por 14 dias.

Dose Sexo N Peso dos orgaos (g)
(mg/kg)
Figado Baco Rim
direito esquerdo
0 (veiculo) M 10 2,30 +£0,22 0,19+0,06 030+0,03 0,30 +0,04
F 10 1,77 £0,17 0,18+0,04 0,19+0,03 0,19+ 0,02
15,6 M 10 2,48 +0,14 024+0,08 030+0,04 029003
F 10 1,74 £ 0,24 0,21+0,05 0,20+0,03 0,21 +0,03
31,2 M 6 2,28 £0,25 0,20 £0,07 0,23 +0,04 0,23 £0,05
F 10 1,74 £ 0,24 0,21+0,05 0,20 £0,03 0,21+0,03
62,5 M 6 2514022 029+0,11 027+0,02 0,27+0,02
F 10 1,90 0,31 020 £0,09 020+0,02 0,20 +0,02
125 M 1 2,18 0,15 0,28 0,28
F 3 2,07 +0,10 0,27+0,12  0,30+0,08 0,30 £0,10

Peso (g) dos o6rgdos de camundongos machos (M) e fémeas (F) tratados via intraperitonial com doses
repetidas do extrato de C. alba por 14 dias. O grupo veiculo recebeu agua destilada. Os dados sdo
apresentados como média = desvio padrdo do peso dos 6rgdos dos animais necropsiados sobreviventes ao
final do tratamento e foram analisados pelo Teste ¢ de Student. * Valores diferentes (p<0.05) em relagdo ao

grupo veiculo (controle).
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Entre as dez fémeas do grupo que recebeu a dose de 62,5 mg/kg/dia, ndo houve
mortes. Os animais apresentaram hipoatividade e tremores apds as primeiras duas
administracdes, recuperando-se destes sintomas horas depois do tratamento e nao
manifestando mais estes sinais nas doze doses subseqiientes. Quanto ao ganho de peso,
pode-se observar quedas didrias nas médias de pesos registradas (tabela 14). Na
necropsia realizada no décimo quinto dia, a pesagem das visceras ndo apresentaram
diferenca quando comparadas ao grupo controle (tabela 15). Foram encontradas
alteracdes em quatro animais dos dez sobreviventes ao tratamento. A gordura que se
localiza préxima ao utero encontrava-se enrijecida e as veias mesentéricas apresentavam
uma espessa camada de coloragdo branca, que o tornava enrijecido e aderente aos
orgaos.

Nos camundongos machos tratados com a dose de 31,3 mg/kg/dia foram
registradas quatro mortes, que aconteceram uma no nono dia, duas no décimo segundo
dia e uma no décimo terceiro dia de tratamento. Os achados de necropsia dos animais
que morreram em decorréncia dos efeitos da planta foram negativos, ndo sugerindo os
possiveis o6rgdos-alvo ou esclarecendo a causa das mortes. O Unico sintoma apresentado
por estes quatro camundongos foi a perda de peso diaria, presente também nos demais
integrantes do grupo que sobreviveram ao periodo de 14 dias (tabela 14). A pesagem de
figado, rins e bago realizada no final do periodo de tratamento nos animais
sobreviventes ndo revelou nenhuma alteragdo que pudesse ser visualizada nem
mensurada (tabela 15). Os pesos das visceras ndo se mostraram diferentes dos controles
que receberam apenas adgua destilada. Nas fémeas que receberam esta dose nao foram
verificadas mortes e também houveram perdas de peso diario como sinal de toxicidade
apds a administracao repetida do extrato por via intraperitonial. Apos o sacrificio, as

necropsias dos animais revelaram aderéncias nas veias mesentéricas e tecidos
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gordurosos enrijecidos proximo ao aparelho reprodutor feminino de seis fémeas do
grupo. Os dados referentes ao peso de figado, rins e bagco ndo mostraram-se diferentes
ao controle (grupo que recebeu o veiculo) como mostra a tabela 15.

Na ultima dose testada, de 15,6 mg/kg/dia, nao ocorreram mortes nos grupos de
dez camundongos de ambos os sexos tratados. S6 foram observados perdas de peso
corporal nos dois grupos, tanto comparando-se com 0s pesos no inicio do tratamento,
quanto comparando-se com o grupo controle, ilustrada na tabela 14. Apds sacrificados,
as visceras dos machos e fémeas foram retiradas e os valores obtidos com as pesagens
ndo foram estatisticamente diferentes dos valores obtidos com os controles. Nos machos
foram encontrados pontos de coloragdo esverdeada no figado, vesicula seminal
eritematosa, aderéncia com enrijecimento do tecido adiposo abdominal e cisto no
mesentério. Estas alteragdes supracitadas foram encontradas em cada camundongo.

Nos camundongos que corresponderam ao grupo veiculo ndo foram verificadas
mortes durante as inje¢des intraperitoniais com agua destilada (diluente do extrato
administrado aos demais grupos) e nenhuma alteragdo foi encontrada nos 6rgaos destes
animais. As figuras 20 e 21 mostram as curvas de sobrevivéncia nos camundongos
machos e fémeas respectivamente, tratados com doses repetidas de 15,6, 31,3, 62,5 e

125 mg/kg/dia do extrato etandlico de C. alba por 14 dias.
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Figura 20: Curva de sobrevivéncia dos camundongos machos tratados com doses
repetidas do extrato etanolico de C. alba por via intraperitonial por 14 dias

consecutivos. O grupo veiculo recebeu dgua destilada.
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Figura 21: Curva de sobrevivéncia dos camundongos fémeas tratados com doses
repetidas do extrato etandlico de C. alba por via intraperitonial por 14 dias

consecutivos. O grupo veiculo recebeu dgua destilada.

O extrato etandlico de C. alba, quando administrado por via intraperitonial,
mostrou possuir efeitos toxicos. Na maior dose testada (125 mg/kg/dia), apenas um
camundongo macho sobreviveu ao tratamento por 14 dias e, nas doses de 62,5 e
31,3 mg/kg/dia, somente 6 machos de cada dose sobreviveram at¢ o final do

experimento. Das doses testadas, apenas a concentracdo de 15,6 mg/kg/dia nao
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provocou mortes nos camundongos machos e somente a dose de 125 mg/kg/dia foi fatal
para as fémeas. Como pode-se notar, os machos foram mais susceptiveis aos efeitos
toxicos do extrato da planta do que as fémeas. Os efeitos sobre os camundongos
tratados com a dose de 125 mg/kg/dia foram marcantes pois dos vinte animais de ambos
os sexos tratados, as dezesseis mortes observadas ocorreram antes de ser administrada a
quarta dose, o que indica alta letalidade do extrato etandlico da “cainca” por via
intraperitonial. A sintomatologia apresentada por todos os animais tratados com o
extrato por via intraperitonial variou de acordo com a dose administrada. As respostas
foram mais pronunciadas na maior dose testada e decresceram nas menores doses € com
o passar dos dias de tratamento. Pode ser verificado que os animais desenvolveram
tolerancia ao extrato. Os animais passaram a reagir melhor aos efeitos da planta e nao
voltaram a apresentar os sinais que se verificavam no inicio do tratamento. Ocorreram
também perdas de peso decorridas aos periodos de inani¢do dos animais, que sdo sinais
tipicos de toxicidade.

Os achados de necropsia revelaram a presenca de pronunciadas aderéncias no
mesentério, aliado ao enrijecimento apreciavel do tecido adiposo presente na cavidade
abdominal dos animais (machos e fémeas) sobreviventes as administra¢des repetidas do
extrato etanolico de C. alba. Uma hipdtese que poderia explicar esta observagao seria
que os camundongos teriam desenvolvido um quadro de peritonite quimica. Este quadro
inflamatorio poderia ter se instalado em resposta a presenca de possiveis substancias
irritantes presentes no extrato. Esta irritacdo estaria atingindo tanto as paredes do
peritonio como as membranas viscerais e parietais que revestem a cavidade abdominal.
Diferentes graus de severidade nas aderéncias e nos enrijecimentos puderam ser
verificados no abddémen dos camundongos machos e fémeas submetidos as

administracdes repetidas com o extrato. As aderéncias mais marcantes foram
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encontradas nos animais sobreviventes a maior dose (125 mg/kg/dia) e, em menores
graus, nas doses abaixo desta, exceto na dose mais baixa (15,6 mg/kg/dia) e nos grupos
controle (que receberam apenas agua destilada), onde ndo foram observadas a formacgao
de aderéncias mesenteriais ou quaisquer outros sinais que poderiam indicar a presenca
de irritacdo local.

E pouco provavel que este quadro de peritonite quimica tenha sido o responsavel
pelas mortes ocorridas nos grupos de camundongos machos e fémeas, que receberam a
dose de 125 mg/kg/dia do extrato etandlico de C. alba. Estes animais morreram num
intervalo de dois dias apds o inicio do tratamento e este processo inflamatdério no
peritonio desenvolve-se, normalmente, em varios dias. Como ndo foram encontradas
aderéncias nas necropsias realizadas apos serem constatados os Obitos destes animais,

suas mortes foram atribuidas a outros mecanismos toxicos.

3.2.2.1 — Avaliaciao hematologica

A tabela 16 mostra os resultados da avaliacdo hematologica realizada nos
camundongos machos e fémeas sobreviventes apds a administragao repetida do extrato
etanolico de C. alba por via intraperitonial. A contagem de hemaceas e de leucocitos, a
concentracdo de hemoglobina e a determinagdo de hematocrito dos camundongos (de
ambos sexos) do grupo veiculo que receberam agua destilada serviram como referéncia

para os demais grupos tratados com o extrato.
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Tabela 16: Indices hematimétricos de camundongos tratados com doses repetidas do

extrato etanolico de C. alba por via intraperitonial.

Dose Sexo N Hemaceas Hemoglobina Hematocrito Leucocitos
(mg/kg/dia) ( milhdes/mm’) (g/dL) (%) (mil/mm°)
125 M 1 6,3 11,3 38 4,1

F 3 9,18+2,1 13,0+£2,1* 39+3* 2,3+0,2*

62,5 M 6 7,61£0,6* 13,4+1,0%* 4242% 5,142,5

F 10 8,86+1,7* 14,4£1,6* 40+£3%* 4,3+2,1

31,3 M 6 8,07£1,0%* 14,0+£1,9%** 43+4%* 4,2+0,7

F 10 7,58+1,2% 14,5+0,9* 44+3%* 3,5+1,4

15,6 M 10 10,10+2,5 17,1+4,9 41+4* 5,3+2,1
F 10 11,10+1,4%* 20,242,6* 47+2 4,.4+1,6*

0 (Veiculo) M 10 9,90+1,2 17,7£2,2 47+3 3,8+1,1
F 10 9,49+0,8 17,0+£1,7 4742 3,0+1,1

Avaliag@o dos indices hematimétricos de camundongos machos (M) e fémeas (F) tratados com doses
repetidas (14 dias) por via intraperitonial com o extrato etandlico de C. alba diluido em agua destilada
(veiculo). Os dados sdo apresentados como média + desvio padrio e referem-se aos animais sobreviventes
até o fim do tratamento e foram analisados pelo Teste ¢ de Student. * Valores diferentes (p<0.05) em
relacdo ao grupo veiculo (controle).** Valores diferentes (p<0.01) em relagdo ao grupo veiculo (controle).

N= ntimero de animais.

Quanto a contagem total de hemaceas (tabela 16), o grupo de camundongos
machos tratados com a dose de 15,6 mg/kg/dia ndo apresentou diminuigdes nos valores
registrados em relagdo ao grupo controle. Nos demais grupos, as doses de 31,3, 62,5, e
125 mg/kg/dia apresentaram quedas na contagem de heméceas quando comparados aos
valores médios do grupo veiculo que recebeu apenas o diluente do extrato (dgua
destilada) por via intraperitonial. Nas fémeas foram observados decréscimos na
contagem total de heméaceas nos grupos tratados com as doses de 62,5 ¢ 31,3 mg/kg/dia,
e nas doses de 125 e 15,6 mg/kg/dia ndo houveram diminuig¢des nos valores do nimero

de hemaceas.
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Quando foi avaliada a concentragdo de hemoglobina dos animais sobreviventes,
pode ser observado decréscimos nos valores em todos grupos de dose, exceto nos
camundongos machos que receberam a menor dose testada (15,6 mg/kg/dia).

Nos grupos tratados com as doses de 15,6, 31,3, 62,5 e 125 mg/kg/dia do extrato
etandlico de C. alba, houve diminuigdes nos valores de hematdcrito encontrados para os
animais de sexo masculino. Nas fémeas, o grupo que recebeu a dose de 15,6 mg/kg/dia
por 14 dias apresentou valores semelhantes ao grupo veiculo do mesmo sexo ¢ foram
observados decréscimos no hematdcrito nas demais grupos que receberam as doses de
125, 62,5 ¢ 31,3 mg/kg/dia.

Na contagem de leucocitos totais nos machos do grupo controle foi obtida a
média de (3,8+1,1) mil leucocitos por mm’ e contagens um pouco mais altas nos grupos
dos camundongos machos tratados com a planta como mostra a tabela 16. Nas fémeas, a
média obtida no grupo veiculo foi de 3,0+1,1 e, nos grupos tratados com o extrato
etanolico de C. alba os valores encontrados ndo diferiram do controle.

A analise dos indices hematimétricos (contagem de eritrécitos e determinagao de
hemoglobina e hematdcrito) mostrou a existéncia de anemia severa em todos os animais
tratados com as dose de 125, 62,5 mg/kg/dia e anemia moderada no grupo que recebeu a
dose de 31,3 mg/kg/dia. Considera-se a presenca de anemia se a concentragdo de
hemoglobina ou o hematocrito estiver abaixo do intervalo de referéncia encontrado nos
animais do grupo veiculo e também em relagdo aos valores fornecidos pelo Laboratorio
de Controle de Qualidade do Biotério Central da Fundagdo Oswaldo Cruz (CECAL-
FIOCRUZ). As causas da anemia se encontram divididas em duas categorias
fisiopatologicas principais: a producdo deficiente, a perda sangiiinea ou destrui¢ao
acelerada (hemolise) de eritrocitos, além da capacidade da medula éssea compensar

estas perdas. A anemia também pode ser classificada com base na morfologia dos
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eritrocitos, considerando-se o tamanho, a cor ¢ a forma dos mesmos (ELGHETANY &
DAVEY, 1998).

A anemia apresentada pelos animais tratados com a planta, por via
intraperitonial, ndo deveu-se a perda sangiiinea pois ndao foram evidenciados
sangramentos durante o tratamento, bem como na necropsia. A anemia apresentada
pelos animais dos grupos que receberam as doses de 125, 62,5 e 31,3 mg/kg/dia
provavelmente seria causada por problemas de produgdo dos eritrocitos em virtude de
deficiéncia de ferro ou folatos, elementos necessarios a hematopoiese. Isto ¢
corroborado pelo fato dos animais terem apresentado emagrecimento e periodos de
inani¢do decorrentes das administracdes repetidas com a planta. A anemia por
deficiéncia na produgdo de eritrocitos € acompanhada por alteragdes morfoldgicas
tipicas, como a hipocromia (pouca coloragdo) ¢ microcitose (hemaceas com didmetro
reduzido). Estes achados foram observados nos esfregacos sangiiineos dos
camundongos tratados com as doses de 125 e 62,5 mg/kg/dia, quando analisados ao
microscopio Optico. Na anemia ferropriva, o esfregaco freqiientemente mostra
eritrocitos com microcitose, anisocitose (populagdes de hemdaceas com tamanhos
diferentes) e graus variados de hipocromia. Os valores de hematdcrito € hemoglobina
sdo relativamente mais baixos que a contagem eritrocitaria (ELGHETANY & DAVEY,
1998).

A tabela 17 mostra os resultados da analise diferencial de leucécitos dos
camundongos sobreviventes as administragdes repetidas com as doses testadas do
extrato da raiz da planta. Na dose de 125 mg/kg/dia houve um predominio de
neutrofilos no esfregaco sangiiineo do unico macho. Nas fémeas foi encontrado
equilibrio nas médias percentuais de neutréfilos e linfocitos. Na dose de 62,5 mg/kg/dia,

as fémeas deste grupo tiveram 62% de linfocitos e 32% de neutrofilos em média nos
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esfregacos; ja nos machos sobreviventes tratados com esta dose encontra-se 52% de
linfocitos e 42% de neutrdfilos nos esfregacos. Nos demais grupos de doses testadas, de
31,3 e 15,6 mg/kg/dia, houve um predominio de linfocitos no exame diferencial de
leucocitos nos machos e fémeas, ndo diferindo do encontrado no grupo veiculo de
ambos sexos, onde foram encontrados 73% e 84% de linfocitos ¢ 23% ¢ 13% de

neutr6filos nos machos e fémeas, respectivamente.

Tabela 17: Leucograma dos camundongos tratados com doses repetidas do extrato

etanolico de C. alba por via intraperitonial.

Doses (mg/kg/dia) 125 62,5 31,3 15,6 Veiculo
Sexo M F M F M F M F M F
N 1 3 6 10 6 10 10 10 10 10
Eosindfilos (%) 2 2+1 4+4 4% 3£1* 44D 242 2&1* 1] 1+1

Neutrofilos (%) 32 3247 43+16%  32+16%*  28+14  21+9%*  25+£13 1447 23£9 1344
Linfécitos (%) 65  47+£31  52+12%  62+16**  66+17 74+9*%*  T1+11  83+6 7319 8445
Mondcitos (%) 1 1+1 2+1 2+2 413 2+1 3+2 1+2 241 3+1

Contagem diferencial de leucécitos dos camundongos (M=machos ¢ F=fémeas) sobreviventes ao tratamento
de doses repetidas com o extrato etandlico de C. alba por 14 dias por via intraperitonial. Os resultados sdo
apresentados como média + desvio padrio. * Valores diferentes (p<0.05) em relagdo ao grupo veiculo

controle). ** Valores diferentes (p<0.01) em relagdo ao grupo veiculo (controle). N= nimero de animais.
grup

O estudo quantitativo de leucocitos incluiu a medida da concentragdo de
leucdcitos (totais) e as concentragdes relativas de varios tipos de células brancas do
sangue. Os resultados da analise da contagem total de leucocitos no sangue periférico
dos animais sobreviventes ao tratamento ndo revelou a presenga de leucocitose
(aumento no numero de leucdcitos totais) ou leucopenia (diminui¢do do nimero de
leucdcitos totais). Assim, o extrato etanolico de C. alba aparentemente ndo afetou a
produgdo ou migrag¢ao dos leucdcitos dos tecidos. O exame diferencial dos esfregagos
dos camundongos, de cada grupo de dose, revelou um achado que destoa da
normalidade. Os camundongos Swiss Albinos apresentam predominancia de células

mononucleadas, compostas principalmente por linfocitos, constituindo 70% dos
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leucocitos encontrados no exame diferencial dos esfregacos sangiiineos ao microscopio
optico. Esta informacao ¢ baseada num controle histdrico fornecido pelo Laboratorio de
Controle de Qualidade do CECAL-FIOCRUZ, entidade que forneceu os animais
utilizados neste experimento. Aliado a isto, os valores encontrados para os grupos
controles (machos ¢ fémeas) que receberam o diluente do extrato (4gua destilada)
apresentaram predominancia de linfocitos, como esperado. Assim, foi evidenciado um
crescimento do percentual de neutrofilos encontrados nos esfregacos dos animais
machos e fémeas tratados com as doses de 125 e 62,5 mg/kg/dia por via intraperitonial.
Os neutrofilos sdo as primeiras células a serem recrutadas nos processos infecciosos e
inflamatorios. O dano tecidual faz com que aumente o influxo de neutroéfilos a partir da
medula 6ssea, aumentando assim a propor¢do de células no “pool” marginal (tecidos) e
circulante (sangue). Em infec¢des agudas a medula promove um aumento no influxo de
neutrofilos dos estoques medulares para o sangue periférico (DAVEY &
HUTCHINON, 1998). Assim, o aumento observado no percentual de neutréfilos no
sangue periférico dos animais tratados com as doses de 125 e 62,5 mg/kg/dia pode ser
atribuido ao processo inflamatério encontrado no abdomen dos mesmos, indicados
pelos dados de necropsia.

Tendo como base os resultados obtidos no experimento de toxicidade doses
repetidas (subaguda) o NOAEL (nivel méximo de dose em que ndo se observam efeitos
adversos) para a via intraperitonial foi menor que 31,3 mg/kg/dia, dado a anemia

observada nos animais que receberam esta dose do extrato.
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3.3 — Avaliacio do potencial mutagénico pelo Teste de Ames
A avaliacdo do potencial mutagénico do extrato etanolico das raizes de C. alba
foi realizado pelo Teste de Ames com as seguintes cepas de Salmonella typhimurium:

TA 97a, Ta 98, Ta 100 e Ta 1535.

3.3.1 - Testes de gendtipo

Os testes de genotipos realizados nas linhagens de Salmonella typhimurium
TA 97a, TA 98, TA 100 e TA 1535 utilizadas apresentaram resultados condizentes com
aqueles encontrados na literatura. Elas apresentaram as caracteristicas fenotipicas que
estas cepas deveriam ter quanto a dependéncia a histidina e biotina, presenca de
mutagdo rfa e uvrB e presenga ou auséncia do plasmideo pKM101 como determinado

por Maron e Ames (1984).

3.3.2 — Estudo da toxicidade e do potencial mutagénico avaliado em ensaios com

Salmonella typhimurium

A tabela 18 mostra a toxicidade e a mutagenicidade do extrato etandlico de
C. alba frente a seguintes cepas TA 97a, TA 98, TA 100 e TA 1535 na presenga e

auséncia de mistura S9.
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Tabela 18: Avaliagdo do potencial mutagénico do extrato etanodlico da C. alba em cepas de

S.typhimurium.
Numero de revertentes (média + D.P.)
Dose TA100 TA98 TA97a TA1535
(ng/placa)
-S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9
5000 - 157+12 14£3* 4343 - - 8+6 *
4000 - 149+10 *  28+8* 4243 - - 13+£3 *
3000 - 130+ 1 * 25+4 477 - - 162 *
2500 - - 28+7 - - 139+14 10+8 * -
2000 135+£26 * 139+13 * 23+1 48+10 7348 * 131+14 12+1 * 1746
1500 107+ 38 * 13449 29+ 6 4449 - 147423 1243 1842
1000 100+ 20 * 145+10 2949 5449 7549 * 149422 164 15+4
500 91+ 6 * 163£16 3147 36+4 83+17 * 178427 14+4 2042
250 127+ 24 169+ 13 3448 4945 103+8 191+19 19+4 20+6
100 134+18 153+24 - 38+6 94+11 190425 26+5 18+6
25 126+ 6 - - - 115+16 193+10 2142 1243
10 114+11 - - - 113£11 190+16 - -
5 - - - - 11016 - - -
1 - - - - 128+7 - - -
133427 147+12 37+4 43+11 121£12 164+11 23+2 20+6
CP 990+32 777493 310+22 236*14 414453 785+34 256127 89+10

Média = D.P.: média = desvio-padrdo de 3 réplicas; Dose O - controle negativo: 100ul etanol a 70%; CP
- Controle positivo: TA 100/-S9 e 1535/-S9, A.S. (1pg/placa); TA 100 /4S9 e TA1535/+S9 , 2-AA
(1pg/placa); TA98/-S9, 2-NF (lug/placa); TA 98/+S9, 2-AA (0,5ug/placa); TA97a/-S9, 4-NQNO
(1pg/placa); TA97a/+S9, 2-AF (10ug/placa); *: toxicidade;

O intervalo de doses testado para a cepa TA 100 foi de 2000 a 10 pg/placa na
auséncia da mistura S9. Nas doses de 2000, 1500, 1000 e 500 pg/placa observa-se a
formacgdo de um tapete de fundo e uma discreta redu¢ao no nimero de revertentes nas
trés ultimas doses, quando comparadas com o controle negativo (133 £ 27). Isto indica
que houve destruicdo bacteriana com a formagdo de “debris” celulares observaveis
macroscopicamente no fundo das placas. Nas demais doses nao foram detectados efeitos
toxicos e, portanto, foi estabelecida a dose de 500 pg/placa como limite superior de
toxicidade para esta cepa sem a adicao do fator extrinseco de metabolizagao (fragao S9).
Na presenca da mistura S9, foram testadas as doses de 5000 a 50 pg/placa (exceto a

dose de 2500 pg/placa) e verificou-se toxicidade nas doses de 4000, 3000 e
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2000 pg/placa. Como na dose de 1500 pg/placa, bem como nas demais doses testadas,
ndo houve formagdao de tapete nem diminuicdo no nimero de revertentes quando
comparados a média do controle negativo (147 + 12), fixou-se como limite de
toxicidade, a dose de 2000 pg/placa.

Na avaliag¢do do extrato frente a cepa TA 98, podemos observar que o intervalo
de doses testadas foi de 5000 a 250 pg/placa e de 5000 a 50 pg/placa nos ensaios
executados na auséncia e na presenga da mistura S9, respectivamente. As doses de 5000
e 4000 pg/placa foram toxicas para a cepa TA 98 na auséncia da mistura S9 e nao foi
observada toxicidade na presenca da mesma. A dose de 4000 pg/placa foi o limite
superior de toxicidade para a linhagem TA 98 sem a mistura S9.

Quanto a cepa TA 97a, as doses variaram de 2000 a 1 pg/placa ( exceto a dose
de 1500 pg/placa) e o limite de toxicidade foi fixado em 500 pg/placa na auséncia da
mistura S9. Quando a mistura foi adicionada ao teste, o intervalo de dose escolhido foi
de 5000 pg/placa até 25 pg/placa, exceto a dose de 2500 pg/placa, e o intervalo de dose
onde apareceram efeitos toxicos foram de 3000 a 5000 pg/placa, sendo esta dose de
3000 pg/placa, o limite superior de toxicidade para a TA 97a na auséncia da mistura S9.
Nos dois experimentos, as doses abaixo do limite de toxicidade acima citado nao
apresentaram diminui¢do na média de revertentes contados em relagdo ao controle
negativo 121 + 12 e 156 + 16 sem e com a fracao S9 respectivamente.

Pode ser observado, nos experimentos realizados com a cepa TA 1535, que o
intervalo de doses testadas na auséncia da mistura S9 foi de 2500 a 25 pg/placa, sendo o
limite de toxicidade a dose de 2000 pg/placa. Na presenga da mistura S9, as doses
testadas foram mais altas partindo de 5000 a 25 pg/placa (excluindo a dose de

2500 pg/placa). O intervalo de 5000 a 3000 pg/placa foi téxico para esta cepa,
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apresentando tapete bacteriano de fundo na presenga do fator extrinseco de
metabolizacdo. Considera-se a dose de 3000 ug/placa o limite de toxicidade.

Nos experimentos realizados, nas doses testadas, nas quatro linhagens de
Salmonella typhimuriun (TA 97a, TA 98, TA 100 e TA 1535) em ambas situagdes
(com ou sem mistura S9), os resultados mostraram que nao houve aumento do numero
de revertentes obtidos nas placas tratadas. Este resultado é comparado ao respectivo
controle negativo (dose 0) — diluente da amostra — etanol 70% e controles positivos
utilizados para cada cepa na auséncia e na presenga da fracdo S9. Estes resultados
indicaram que o extrato etandlico de C. alba nao ¢ mutagénico pelo Teste de Ames.

Neste trabalho optamos pelo conjunto de 4 cepas representado pelas linhagens
de Salmonella typhimurium TA 100, TA 98, TA 97a e TA 1535, de acordo como o
sugerido por Maron & Ames (1983). Na bateria de cepas testadas, todas possuem
mutagdes em diferentes pontos no operon histidina além das mutagdes rfa, uvrB que
aumentam a sensibilidade das mesmas aos mutagenos. O plasmideo pkM101 esta
ausente somente na linhagem TA 1535.

A TA 97a apresenta a mutacao hisGD6610 em um “hot spot” presente no gene
hisD, que € constituido por uma sequéncia de seis citosinas. Esta mutacao ¢é revertida
por mutagénicos frameshift que causam a dele¢ao de um par de bases, dando origem a
uma pseudo histidinol desidrogenase, contendo um residuo extra de prolina que, embora
apresente 60% da atividade da enzima produzida pela cepa selvagem, ainda permite um
crescimento bacteriano normal em meio minimo (MARON & AMES, 1983).

A TA 98 ¢é capaz de detectar substancias que causam mutagdes do tipo
frameshift (mutagdo que ocasiona um deslocamento no quadro de leitura dos cddons)
revertendo uma mutagao pré-existente hisD3052 no gene hisD que, por sua vez, codifica

a sintese da enzima histidinol desidrogenase que participa da biossintese da histidina. A
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TA 100 apresenta a mutacao hisG46 no gene hisG que codifica a primeira enzima da
biossintese da histidina. Essa mutagdo € revertida por substituicdo de um par de bases da
trinca que codifica a prolina, restituindo a trinca original que codifica a leucina. A TA
1535 contém mutagdes hisG46 no his G do operon histidina e pode ser usada na
deteccdo de mutigenos que causam substituicdo de pares de bases (GOMES-
CARNEIRO, 1997).

As cepas possuidoras do plasmideo pKM 101 sdo as mais sensiveis a detecgao de
mutagénicos do que as linhagens parenterais ndo plasmidiais. A TA 100 ¢ capaz de
detectar, como positivas, substdncias que ndo sdo detectadas pela TA 1535. E
recomendado que a TA 1535, que ndo contém o plasmideo pkM101, seja usada em
adi¢dao a TA 100 por causa da sua baixa taxa de reversdo espontinea e também por ser
mais conveniente e sensivel para a detecgdo de mutagenos que preferencialmente nao
revertem as mutacoes da TA 100 (AMES et. al., 1975). As cepas TA 100, TA 98, TA
97a e TA 1535 sdo capazes de detectar substancias que interagem apenas com pares de
bases CG, e cujas atividades mutagénicas independem da existéncia de um sistema de
reparo do DNA por excisao integro.

Para a realizacdo dos ensaios foi utilizado o procedimento de pré-incubacao
como metodologia mais conveniente, onde puderam ser visualizados os limites
superiores de toxicidade para as cepas utilizadas. Assim, foi evidenciado que as
substancias contidas no extrato etandlico de C. alba entraram em contato com as
bactérias e sobre elas atuaram, observagdo conferida pelos efeitos toxicos de formagao
de tapete de lise bacteriana observada nas maiores doses testadas. Nos ensaios
realizados, pode ser observado que houve um aumento no limite de toxicidade para
todas as cepas testadas na presenca da mistura S9. E provavel que tenha ocorrido uma

desintoxicacdo do extrato de C. alba pela fracdo S9, possibilitando que os constituintes
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do extrato nao afetassem as bactérias em doses que seriam tdxicas sem a presenca da
mistura S9.

Dentre as vantagens do uso da pré-incubacao, pode-se citar que o fator de
diluicao da amostra ¢ da mistura S9, dentro do tubo de ensaio, ¢ muitas vezes menor,
permitindo que a bactéria entre em contato direto com os componentes da solugao.
Além disso, observa-se redu¢do na probabilidade de ocorrerem ligagdes inespecificas do
mutagénico ativo com o agar (PRIVAL et al., 1979). Na presenca da mistura S9, a fase
lag do crescimento bacteriano, que dura até 5 horas na incorporagdo em placa, pode ser
diminuida para 1-2 horas, devido aos efeitos nutritivos das proteinas existentes na
fragdo S9, permitindo que as bactérias, crescendo logaritmicamente, possam ser
expostas a espécies mutagénicas instaveis ou de vida curta.

E ainda muito dificil o estabelecimento de critérios para se considerar uma
substincia mutagénica ou ndo pelo teste de Ames. E necesséario que exista uma relagio
dose-resposta reprodutivel para que um agente quimico seja classificado como
mutagénico (GATHEHOUSE et al.,1994). Outro critério aceito para que uma
substancia possa ser considerada mutagénica no ensaio de pré-incubagao ¢ que ela deve
induzir um aumento significativo no numero de revertentes com relacdo aos valores
observados nos controles negativos, na presenca ¢ na auséncia da mistura S9. Um
aumento maior ou igual ao dobro do niimero de revertentes espontaneos combinados
com uma dose-efeito indica uma resposta positiva (WHO, 1985). A mutagenicidade de
uma substancia também pode ser determinada comparando-se a média do ntimero de
coldnias dos grupos tratados com a média do nimero de colonias do grupo controle

(CARIELLO & PIERGORCH, 1996).
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Assim, uma substancia ¢ considerada mutagénica quando:

a) a média do nimero de revertentes em um ou mais grupos tratados for duas vezes
maior do que a do grupo controle;
b) se houver uma relagao dose-resposta para pelo menos dois niveis de doses.

O critério empregado neste trabalho para indicar um resultado positivo incluiu a
obtencdo de um efeito mutagénico dependente da dose nas placas tratadas e um
aumento de pelo menos duas vezes na média do numero de revertentes por placa, em
comparagdo com a média de revertentes dos controles negativos (reversao espontanea)
em dose igual ou inferior a maior dose ndo-toxica testada (GOMES-CARNEIRO,
1997).

Os resultados apresentados na tabela 14, analisados segundo o critério acima
citado, sugerem que o extrato etanolico de Chiococca alba ndo é mutagénico. A
negatividade dos resultados obtidos neste estudo pode ser corroborada considerando os
seguintes aspectos: a repetitividade dos resultados obtidos; a eficacia da mistura S9
utilizada em ativar metabolicamente os pro-mutagénicos utilizados como controles
positivos em cada uma das linhagens; e pela taxa de reversdo observada nos controles
positivos, ou seja, com substancias sabidamente mutagénicas, que foi muito maior do
que a taxa observada nas placas tratadas somente com o diluente do extrato, no caso

etanol 70%.

3.4- Avaliacao da citotoxicidade do extrato etandlico de C. alba em Artemia salina.
A Artemia salina L. (Artemiidae) ¢ um componente invertebrado do ecossistema

marinho e um participante importante na cadeia alimentar aquatica. Esta espécie vem

sendo cada vez mais usada como bioensaio para a determinagdo da toxicidade, através

da determinacdo da concentragdo letal mediana (LCsy) e indicativo de atividade
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biologica (LEWAN; ANDERSSON & MORALES-GOMEZ, 1992). Na avaliacdo de
extratos vegetais, resultados de LCsg inferiores a 1000ug/ml sdao considerados bioativos
( MEYER et al., 1982).

Na avaliacdo da toxicidade do extrato etandlico de C. alba frente ao
microcrustaceo Artemia salina, de acordo com a razao entre o nimero de organismos
expostos e o numero de organismos afetados/mortos, aplicando o método estatistico de
ajuste de Spearman-Karber para o célculo de LCs), encontrou-se o valor de 10ug/ml
como concentragdo letal mediana para o extrato etandlico de C. alba. Este resultado
indica que as substancias quimicas presentes no extrato afetaram os nauplios de
Artemia, cuja larva é muito sensivel a varios tipos de substancias quimicas. A curva
controle de etanol realizada paralelamente ao experimento visou garantir que o0s
resultados obtidos nao sofreram interferéncias relacionadas com possiveis resquicios do
solvente usado na extracdo e manufatura do extrato das raizes de C. alba. Nao foi
observado nenhum organismo afetado até a concentracdo maxima de 10% de etanol.

Em 1989, El-Abbadi et al., citaram resultados preliminares nao divulgados de
toxicidade de uma fragdo rica em alcaldides sobre camardes, encorajando novos estudos
toxicologicos com a espécie em questdo. Em outro trabalho realizado por Carbonezi e
colaboradores, em 1999, o extrato em cloroféormio/metanol das raizes de C. alba foi
particionado com solventes de diferentes polaridades e cada fracdo obtida foi
biomonitorada quanto a atividade citotoxica. A fase hidroalcoolica mostrou possuir
atividade bioldgica frente ao microcrustaceo Artemia salina, ¢ a concentracao letal
mediana (LCsp) encontrada pelos autores foi de 91,1 ug/ml. Apesar do resultado
apresentado por Carbonezi ter sido obtido com uma fracdo mais purificada do extrato
bruto, o valor encontrado no presente estudo para o extrato etanolico total das raizes

desta planta foi de 10 pg/ml. Este valor indica que o extrato possui uma promissora
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atividade bioldgica (antitumoral) que aguarda novos estudos no sentido de isolar e
purificar as substancias dotadas desta atividade demonstrada frente ao microcrustacio

Artemia salina.

4— Avaliacio farmacologica

As raizes de C. alba apresentam uma gama variada de agdes etno-
farmacoloégicas e ¢ comercializada por seu postulado efeito anti-reumatico
especialmente contra artralgias ou artrite em enfermidades reumaticas, ¢ utilizada como
antiinflamatério e analgésico para mialgias e dores no corpo € como auxiliar no
tratamento de ciatalgia lombar e outras dores causadas por compressdo de raizes
nervosas (Bulario do Rheumoflora®). A atividade analgésica de C. alba foi avaliada

baseando-se no uso popular e comercial das raizes no combate de varias formas de dor.

4.1- Analgesia periférica

A atividade analgésica do extrato etanolico de C. alba foi avaliada pelo método
de inibicdo do nimero de contor¢des abdominais induzidas por acido acético 0,6%. As
figuras 22 e 23 ilustram os resultados obtidos em camundongos machos e fémeas
respectivamente. Nelas pode ser visto que o extrato etanodlico de C. alba na dose de
500 mg/kg por via oral diminuiu o nimero de contor¢des, quando comparada ao grupo
veiculo e ao grupo que recebeu dipirona sédica 50 mg/kg por via oral. O niimero de
estiramentos abdominais, registrados em intervalos de 5 minutos ao longo 30 minutos,
apresentados pelos animais machos e fémeas tratados previamente com o extrato da
planta, foram menores em relagdao aos grupos supracitados.

A dipirona sodica foi usada como controle por ser uma substancia

conhecidamente analgésica. A dipirona tem maior efeito inibitério sobre as
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ciclooxigenases cerebrais do que nas existentes em outros tecidos. Experimentalmente,
trabalhos demonstraram que a dipirona inibe a hiperalgesia induzida nos receptores
diferencialmente dos inibidores da ciclooxigenase. Sugerem que seu efeito analgesico ¢
periférico, decorrendo de bloqueio direto da hiperalgesia em vez da inibi¢do da sintese
de prostaglandinas nos tecidos inflamados (LORENZETTI & FERREIRA, 1985).
Também foi demonstrado que a dipirona é capaz de desativar a sensibilizagdo ja

instalada e persistente (MARQUEZ & FERREIRA, 1987).

21
5 267 J4
S 21 B Veiculo
O 55 |
220
S 161
2l i B Dipirona sodica
£ 101 S0ngkg
S o1l Bt “ B, : (hiococca alba
2 ]
0 500mgkg *
5 10 5 20 25 30
Intervalo ce Tenpo (minutos)

Figura 22: Numero de contor¢des induzidas por acido acético 0,6% em camundongos
machos tratados com o extrato etanolico de C. alba por via oral na dose de 500 mg/kg.
O grupo veiculo recebeu agua destilada. Os resultados sdao apresentados como média e
desvio padrdo e foram analisados com o Teste ¢ de Student. * Valores diferentes
(»<0.05) em relagdo ao grupo veiculo (controle). ** Valores diferentes (p<0.01) em

relacdo ao grupo veiculo (controle). N =5 animais.
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Figura 23: Numero de contor¢des induzidas por acido acético 0,6% em camundongos
fémeas tratados com o extrato etandlico de C. alba por via oral na dose de 500 mg/kg. O
grupo veiculo recebeu dgua destilada. Os resultados sdo apresentados como média e
desvio padrdo e foram analisados com o Teste ¢ de Student. * Valores diferentes
(»<0.05) em relagdo ao grupo veiculo (controle). ** Valores diferentes (p<0.01) em

relagdo ao grupo veiculo (controle). N =5 animais.

Os resultados obtidos neste experimento mostraram que a dose de 500 mg/kg do
extrato etandlico de C. alba provocou diminui¢cdes no numero de contor¢des nos
camundongos machos e fémeas. Além da atividade analgésica observada, os animais
tratados apresentaram sinais de hipoatividade que iniciou-se cerca de cinco minutos
apods a administracdo oral e perdurou durante algumas horas, inclusive durante o periodo
de observagao (30 minutos) onde foram registradas o nimero de contor¢des existentes.
Os efeitos comportamentais sdo mediados por mecanismos que envolvem o sistema
nervoso central, local onde também se encontram os receptores que modulam a
intensidade da dor (receptores opidides). Talvez o efeito analgésico possa estar

vinculado com a hipoatividade observada nos animais. Se a analgesia observada neste
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modelo de inibi¢do do ntimero de contor¢des for mediada por mecanismos centrais,
outros modelos, como a placa quente, possam contribuir no esclarecimento da origem
da atividade analgésica que o extrato mostrou possuir.

O extrato aquoso das raizes desta espécie produziram um percentual de 84% de
inibi¢do no nimero de contor¢des em camundongos tratados com a dose de 1000mg/kg
peso corporal por via oral em estudo realizado por Ruppelt e colaboradores em 1991.
Este estudo procurou correlacionar as atividades analgésicas e antiinflamatérias das
raizes de “cainca” com a sua postulada acao etnofarmacolédgica contra veneno de cobras

(anti-ofidica).
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CONCLUSOES

O estudo quimico, farmacologico e toxicologico da C. alba realizado neste

trabalho abriu novas possibilidades para um melhor conhecimento sobre esta espécie,

que se encontra pouco explorada se levarmos em conta o seu consagrado consumo

como medicamento fitoterapico desde os anos de 30.

A analise quimica realizada com o extrato das raizes de C. alba revelou a presenca
de acidos graxos de cadeia linear e um triterpeno (acido ursélico). O perfil quimico
realizado em CLAE e deteccdo por UV indicou a presenca de acidos fenolicos,
antraquinonas, iriddides e/ou seco-iriddides e fenilpropandides. Estes resultados
abrem a possibilidade de estudos futuros que possam confirmar e/ou identificar estas
substancias.

Neste trabalho ndo foi constatada a presenga de alcaldides no extrato etandlico das
raizes de C. alba.

Quanto as propriedades farmacologicas, as raizes de C. alba demonstraram boa
atividade analgésica por via oral no modelo de inibicdo do niimero de contorg¢des
abdominais induzidas por dcido acético a 0,6% na dose de 500 mg/kg.

No estudo toxicolédgico foi evidenciado que a administracdo do extrato etandlico das
raizes da “cainca” por via oral ndo provocou mortes em camundongos quando
administrada em dose unica ou doses repetidas (14 dias). O tnico efeito observado,
tanto em tratamento agudo quanto subagudo, foi hipoatividade em todos os niveis de

doses testados.
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e Para as vias parenterais, o estudo toxicoldgico apontou um quadro de letalidade e
efeitos toxicos mais pronunciados, seja em tratamento Unico ou repetido,
possivelmente relacionadas ao metabolismos das diferentes vias de administragao.

e O extrato etandlico das raizes de C. alba ndo foi mutagénico pelo Teste de Ames
nas quatro cepas bacterianas usadas, na presenca e na auséncia de fator extrinseco de
metaboliza¢do (mistura S9).

e O extrato etandlico das raizes de C. alba apresentou atividade citotoxica frente ao

microcrustaceo Artemia salina sugerindo potenciais atividades antitumorais.

Acredita-se que estes resultados possam vir a contribuir para o estudo da espécie
C. alba e aumentar o interesse no género que permanece pouco explorado. Além, de
prover alguns dados que venham a garantir a seguranca do uso das raizes de C. alba

tanto in natura, quanto dos produtos dela originados.
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