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Resumo
O tecnécio 99-m (Tc-99m), na forma de pertecnetato de sodio (Na®™"TcQy), € um
radiofarmaco empregado em avaliagbes clinicas da medicina nuclear. A Curatella
americana € uma planta de cerrado cuja parte utilizada € a casca do caule com uso
antiulcerogénico. Tem sido descrito que a interacdo de drogas altera a biodistribuicdo dos
radiofarmacos, bem como sua ligagdo aos elementos sangliineos ou a outras moléculas, o
gue pode alterar diagndsticos usando radiofarmacos. Portanto, para contribuir com o
estudo de como outras substancias podem interferir na marcagdo do Tc-99m e também
com a finalidade de elucidar efeitos biologicos in vitro, foram estudados os efeitos da C.
americana sobre a marcacdo de elementos sanglineos. Os resultados obtidos in vitro
mostram gque houve diminuicdo significativa (p< 0,001) na porcentagem de fixagao do Tc-
99m em hemacias entre o grupo controle (87,0 £ 2,00) e os grupos tratados com C.
americana 100%; 50%; 25%; 12,5%, 6,2%, 3,1%, 1,6%, 0,8% (49,3 £ 6,7, 489+ 5,2; 442
+99 481+47,353+7,1,37,3+10,2; 34,1 + 3,8; 41,2 £ 2,1, respectivamente), onde
100% corresponde a concentracao maxima utilizada do extrato vegetal, ou seja, 5 mg/mL,;
50%; 25%; 12,5%, 6,2%, 3,1%, 1,6%, 0,8% correspondem as diluicdes 1:1 subseqgientes
do grupo 100%. Na fixacdo do Tc-99m em proteinas celulares foi possivel observar,
também, redugao da fixagdo do grupo confrole (79,6 + 2,9) em relagdo aos seguintes
grupos fratados 100%; 50%; 25%; 12,5%, 6,2%, 3,1% (41,5 £ 8,8; 39,6 £ 16,6; 44,1 +
12,1, 43,9 + 12,7, 42,7 + 8,7; 44,5 + 1,7, respectivamente). C. americana nao alterou
significativamente a marcacido das proteinas plasmaticas com Tc-99m. Em animais
tratados com doses de 250 mg/Kg, via oral, por cinco dias consecutivos com exirato de C.
americana constatou-se que a porcentagem de captacic de Tc¢-89m aumentiou
significativavemnte nos pulmées (de 0,3 £ 0,07 para 0,5 £ 0,2), duodeno (de 0,3 £ 0,2 para

0,5+ 0,1) e musculo (de 0,08 £ 0,02 para 01 + 0,04) controle e tratado,

xiii



respectivamente (p< 0,05), e no pancreas (de 0,1 £ 0,03 para 0,3 £ 0,07) controle e
tratado, respectivamente (p< 0,01). Também foram observadas alteragdes morfologicas
nas hemacias tratadas in vitro com o extrato, mesmo em baixas concentragdes, alterando
a forma da hemacia e, portanto, diminuindo significativamente a relacdo perimetro/area de
0,9 £ 0,2 (controle) para 0,7 £ 0,03; 0,7 £ 0,05; 0,7 £ 0,02; 0,6 + 0,05; 0,7 £ 0,03 (6,2%;
12,5%; 25%, 50%, 100%, respectivamente); estes resultados poderiam justificar a redugéo
da fixagdo do Tc¢c-98m nas hemacias. Também foi estudado o efeito da incubacao do
extrato com culturas de Escherichia coli AB 1157 houve ainda diminuigdo na taxa de
sobrevivéncia de Escherichia coli indicando uma citotoxicidade relativamente baixa do
extrato, tendo em vista que as quedas mais significativas ocorreram somente nas maiores
concentragdes utilizadas do extrato de C. americana e apoés terem sido decorridas cerca

de 20 minutos do inicio do cuitivo do microorganismo.
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Abstract
Technetium 99m (Tc-899m), as sodium pertechnetate (Na**™TcO,), is a radionuclide
employed in nuciear medicine clinical evaluations. Curatella americana is a plant from the
Brazilian “cerrado” and its bark is used as antiulcerogenic. it has been described that the
interaction of drugs alters the biodistribution of radicnuclides, as well as its binding to blood
elements or to other molecules, what may alter an examination. So, to contribute with this
study, we have studied how other substances interfere on the labeling of Tc-99m and also
to elucidate the biological effects in vitro the interference of C. americana in this process
was studied too. The results obtained through the in vitro labeling of blood elements
showed that there was a significant decrease (p< 0,001) in the fixation of Tc-99m in red
blood cells between the control group (97.0 + 2.0) and the treated groups 100%; 50%;
25%; 12.5%, 6.2%, 3.1%, 1.6%, 0.8% (49.3£6,7;4891+52:442+99,481+£47,;353 ¢
7.1; 37.3 £ 10.2; 34.1 + 3.8; 41.2 £ 2.1; respectively), where 100% corresponds to the
maximum concentration used equal to 5 mg/mL, and 50%; 25%; 12.5%, 6.2%, 3.1%, 1.6%,
0.8% correspond to 100% subsequent dilutions. Regarding the fixation of Tc-99m in
cellular protein, there was, also, a decrease in the control group (79.6 £ 2.9) with regard to
the following treated groups 100%; 50%,; 25%,; 12.5%, 6.2%, 3.1% (415 + 88; 396 *
16.6: 441 + 12.1; 439 + 12.7, 42.7 + 8.7; 445 + 1.7; respectively). No significative
alterations were observed on the labeling of plasma proteins with Tc-99m. Among animals
treated with the extract it was verified an increase in the bond of T¢c-99m on lungs (from 0.3
+ 0.07 to 0.5 £ 0.2), duodenum (from 0.3 £ 0.2 to 0.5 + 0.1) and muscie (from 0.09 £ 0.02
to 0.1 + 0.04) control and treated groups, respectively (p< 0.05); pancreas (from 0.1 £ 0.03
to 0.26 + 0.07) control and treated groups, respectively (p< 0.01). Morphological alterations
were observed in red blood cells treated in vitro with the extract even under low

concentrations, altering the shape of red blood cells significantly and so that,
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decreasing the perimeter/area relation from 0.9 + 0.2 (control) to 0.7 £ 0.03; 0.7 £ 0.05; 0.7
+0.02;06+0.05; 0.7 £0.03 (6.2%,; 12.5%; 25%, 50%, 100%, respectively). These results
could explain the decrease in the fixation of Tc-99m on red blood cells. After the incubation
of the extract with cultures of Escherichia coli AB 1157 there was a decrease in the survival
fraction of this microorganism. This decrease indicated a relatively low citotoxicity of the
extract considering that the most significant drop occurred due to the time and

concentration of the extract.
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1. Introducao

1.1Consideragbes gerais

A descoberta das radiagdes ionizantes e dos compostos dotados de radioatividade
natural logo interessou & biologia e as ciéncias médicas. O inieresse surgiu devido aos
danos causados as estruturas vivas e também pelo valor como meio de auxiliar o
diagndstico e o tratamento de doencas (GARCIA, 2000).

Durante os Gltimos anos a ciéncia aprendeu a produzir, manipular e controlar as
substancias radioativas, permitindo que os processos envolvidos em sua producéo,
armazenamento e uso se tornassem mais seguros. Os elementos quimicos existentes na
natureza apresentam isOtopos radioativos; outros podem ser gerados pelo
bombardeamento nos reatores nucleares ou nos aceleradores de particulas. Por isso, os
radioisotopos podem ser genericamente classificados em naturais ou artificiais (GARCIA,
2000).

A emissao radioativa altera profundamente a estrutura atdmica do elemento emissor,
pois modifica a composi¢do e o balango energético do seu niicleo. Os ntcleos instaveis
dissipam o excesso de energia que possuem emitindo radiagées. Os is6topos que emitem
radiacéo sdo chamados mais apropriadamente de radionuclideos (GARCIA, 2000).

As aplicagbes dos radiocisoétopos em medicina sdo multiplas; entretanto, os maiores
usos sao como fontes de radiacdo e como tracadores. No primeiro caso, o material
biologico recebe apenas as radiagbes emitidas pelo radionuclideo usado: no segundo, o
proprio radioisotopo € incorporado ao meio biologico que se deseja estudar (KNAPP e
MERZADETH, 1994).

Os tragadores que apresentam caracteristicas bem definidas para o emprego em
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seres humanos s&o denominadas de radicfarmacos. Desta forma, um radiofarmaco pode
ser definido simplesmente como uma substancia ou célula gue contém um atomo
radioativo em sua estrutura e que, devido a forma farmacéutica, quantidade e qualidade
de radiagdo emitida, sua administragao torna-se apropriada para uso em seres humanos
com fim de diagnostico ou tratamento de doencas, qualquer que seja a via de
administracao (SAHA, 1998).

Os radiofarmacos, geralmente, n&o possuem efeito farmacologico porque, na maioria
dos casos, s&o usados em quantidades minimas. Nestes casos, nao mostram qualquer
relacdo dose-resposta, diferindo entdo das drogas convencionais. Por serem
administrados em seres humanos, os radiofarmacos sdo estéreis, atoxicos e livres de
pirégenos, devendo ser submetidos a todas as medidas requeridas pelo controle de
qualidade de uma droga convencional (SAHA, 1998).

Em medicina nuclear os radiofarmacos sao utilizados: (a) para obtencao de imagens
onde um radiofarmaco, com seletividade por um érgao e/ou sistema, é administrado e a
radiagdo emitida & captada externamente, fransformada ou registrada em papel, filme ou
monitor de video; (b) estudo de fungbes in vivo avaliando a funcdo de um érgéao ou
sistema, em particular baseado na absorgéo, diluigdo, concentracdo ou excrecdo da
radicatividade ap6s administracdo do radiofarmaco; (c) procedimentos terapéuticos, onde
um orgéo ou tecido especifico é selecionado e, através da emiss&o de radiacao beta, o
tecido é destruido (BAUM, 1987).

A primeira etapa na preparacéo de radiofarmacos € a produgéo de um radionuclideo
apropriado. Existem duas fontes principais para a producéo de radionuclideos as guais
sao usadas nos procedimentos em medicina nuclear, as fontes primaria e secundéaria. A
fonte primaria envolve a producao direta de radionuclideos, tanto com um reator nuclear

quanto com um acelerador de particula. A fonte secundaria € um método indireto de se
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produzir radionuclideos usando um sistema de gerador o qual é construido de modo que
seja quimicamente facil de separar o radionuclideo “filho” do radionuclidec “pai” em
hospitais locais ou radiofarmacias centrais (OWUNWANNE et al., 1995).

Portanto, o crescente emprego de radionuclideos na area biomédica tem
possibilitado a elucidacio de inimeros fenbmenos que ocorrem nos seres vivos, inclusive
no homem. Em relacdo aos seres humanos, os radionuclideos sao amplamente utilizados
em medicina nuclear, tanto em procedimentos de diagnéstico quanto em terapia (HLADIK
Hl et al., 1987; EARLY e SODEE, 1995; SAHA, 1998). Essa utilizacéo € interessante pelo
fato das doses administradas em diagnéstico acarretarem uma baixa exposicdo do
paciente a radioatividade e produzirem imagens de excelente qualidade. Por outro lado, é
importante lembrar os possiveis efeitos deletérios nos sistemas biolégicos, relacionados
ao decaimento de isotopos radioativos como o carbono-14 (C-14), o tecnécio-89m (Tc-
99m), o tritio (H-3) e o fésforo (P-32), entre outros (EARLY e SODEE, 1995).

A camara gama ou camara de cintilagdo € o principal instrumento usado para
obtencao de imagens cintigraficas. Os cintiladores baseiam-se na propriedade de certos
cristais que, apos terem sido excitados por uma radiagao incidente, quando retornam ao
seu nivel fundamental de energia, emitem fotons de luz visivel que podem ser detectados
e registrados por circuitos eletrénicos (PERKINS e FRIER, 1999).

Os equipamentos disponiveis para obtencdo de imagens em medicina nuclear
baseiam-se no emprego de radionuclideos emissores de radiacdo gama ou railo-X
caracteristico por processos cintilograficos tais como SPECT (single photon emission
computed tomography) ou SPET (single photon emission tomography). Esta radiacéo &
emitida pela desativagdo dos isdmeros nucleares (gama) ou no processo de captura

eletronica (gama e/ou raio-X caracteristico) (HARBER et al., 1996).
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1.2Tecnécio-99m

Apesar de varios radionuclideos serem utilizados na marcagdo dos radiofarmacos, o
Tc-99m teve sua utilizagdo progressivamente aumentada e hoje esta presente em muitos
centros de medicina nuclear em mais de 80% dos exames. O crescimento do uso do Tc-
98m em estudos na area biomédica se deve a uma série de caracteristicas de natureza
fisica, quimica e bioldgica; estas caracteristicas estdo indicadas no quadro 1 (HLADIK 1l

et al.,, 1987; EARLY e SODEE, 1995; HARBER et al., 1996).

Quadro 1. Caracteristicas de tecnécio-99m

Metal de transigao pertencente ao grupo VIl

Estados de oxidagao (-1 a +7)

Meia-vida de 6 horas

Facil obtencéo através de geradores Mo-99/T¢c-98m
Emissao gama de 140 keV com abundancia de 90%
Otimo para realizagéo de cintilografia em camara gama
Energia corpuscular desprezivel

Rejeitos radioativos praticamente despreziveis

Impacto ambiental desprezivel

Marcacao de diferentes espécies moleculares e celulares

Minima dose absorvida pelo paciente

SAHA, 1998

O tecnécio é obtido na forma de pertecnetato de sédio (NaTc®"Q,) a partir de

geradores molibdénio-S9/tecnécio-99m (Mo-99/Tc-89m), os quais sdo construidos com
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alumina (Al,O3) condicionada em uma coluna de plastico ou de vidro. O Mo-99 é adsorvido
na alumina na forma quimica de molibdato (MoO4?). Na preparacdo, a coluna é
rotineiramente lavada com solucao salina para remover a radicatividade indesejavel. A
quantidade de alumina usada ¢ da ordem de 5 g a 10 g, dependendo da atividade total do
Mo-99. As colunas dos geradores sdo protegidas com chumbo. Geralmente os geradores
Mo-99/T¢c-99m sdo produzidos com Mo-99 obtido por fissdo de urdnio 235 (U-235)
(EARLY e SODEE, 1995).

O Tc-99m possui grande facilidade de formar complexos e quelantes com moléculas
variadas, favorecendo a obtencdo de diversos radiofarmacos (HLADIK Il et al., 1987;
SRIVASTAVA e STRAUB, 1990; SRIVASTAVA, 1996).

Embora apresente muitas vantagens em relacdo a outros radionuclideos usados nas
ciéncias médicas, o contato do Tc-99m com moléculas biolégicas pode acarretar diversos
tipos de lesbes, dentre as gquais sao particularmente importantes as que possam alterar o
acido desoxirribonucléico (DNA), com ébvios riscos a propria espécie. Este radionuclideo
tem associado ao seu decaimento a emissao de elétrons Auger (EA, 15-21 keV) e elétron
de conversdo interna (ECI, 128-138 keV) (SAHA, 1998; SILVA et al., 1998; BERNARDO-
FILHO, 1999).

Estas emissbes sdo capazes de produzir espécies reativas de oxigénio (EROs) no
meio sobre o qual incidem e podem também interagir diretamente com as células
presentes nesse meio. Alguns efeitos lesivos dessas emissbes ja se encontram descritos
na literatura, tais como danos nos cromossomos, inibicdo da divisdo celular de leucdcitos
marcados com Tc-89m e citoxicidade em Escherichia coli (SILVA et al., 1998).

O pertecnetato de sédio, apds a administrag@o intravenosa, é distribuido no
compartimento vascular. Cerca de 70 a 80% dos ions pertecnetato ligam-se, inicialmente,

as proteinas plasmaticas, sendo esta ligagao reversivel. A eliminacéo plasmatica é muito
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rapida e o equilibrio entre o compartimento vascular e o fluido intersticial € completado em
2 a 3 minutos.

Sua meia-vida de eliminagao no plasma & de aproximadamente 30 minutos; 30% da
dose administrada € excretada nas primeiras 24 horas. O total de excrecdo urinaria e fecal
do T¢c-99m é cerca de 50% em 3 dias e 70% em 8 dias (HLADIK lll et al., 1987).

A dose administrada de *™TcO4Na varia com o tipo de estudo a ser realizado, sendo
usadas cerca de 10 a 20 mCi para a imagem cerebral, 1 a 5 mCi para tiredide e de 20 a 25

mCi para a marcacgao in vivo dos eritrocitos (HLADIK |ll et al., 1987).

1.3 Agente redutor

O processo de marcacgao de celulas e moléculas com o Tc-99m necessita da
utilizacao de um agente redutor, visto que o eluido obtido no gerador, como ion
pertecnetato, ndo se liga facilmente a ouiras espécies quimicas. Por essa razéo, torna-se
necessaria a redugdo deste radionuclidec da valéncia +7 para valéncias mais baixas, ou
seja, +3, +4, +5 (SAHA, 1998).

A reducao do ion pertecnetato pode ser obtida através de diferentes agentes
quimicos, sendo que o cloreto estanoso (SnCl,) € o agente redutor mais freqiilentemente
utilizado para esta finalidade (DEWANJEE, 1990; SRIVASTAVA e STRAUB, 1990;
HARBER et al., 1996). A utilizagao do SnCl; possibilita a marcacéo de inGmeras moléculas
e de diferentes tipos celulares dispensando, normalmente, uma etapa adicional de
purificac@o.

O uso do ion estanoso foi a chave para o desenvolvimento de muitos radiofarmacos.
Nenhum agente redutor mostrou, até o momento, uma eficiéncia de marcacao do tragador
radioativo superior & obtida com o uso do cloreto estanoso justificando, assim, a sua

preferéncia ndo sé na medicina nuclear, mas também na marcacdo de diversas estruturas
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de interesse biomédico (RAO et al., 1986; SAHA, 1998, BERNARDO-FILHO, 1999).
Embora o SnCly seja empregado em concentracdes minimas, na marcagdo de um
variado numero de estruturas, alguns efeitos nocivos dessa substancia tém sido descritos
(BERNARDO-FILHO et al.. 1994; DANTAS et al., 1996). Sugere-se que, durante rea¢des
de oxi-reducéo, o SnCl; poderia estar gerando EROs. Isto se explica pelo fato do SnCl;
atuar como agente redutor e ter uma grande afinidade pelo oxigénio que, por sua vez, &
um excelente agente oxidante. Uma das caracteristicas de importancia biolégica do SnCl»
consiste na sua capacidade de formar compostos catibnicos organometalicos de alia
solubilidade lipidica, capacitando-os a atravessar membranas bioldgicas e a exercer seus

efeitos bioldgicos toxicos no interior das celulas (DANTAS et al., 1996).

1.4S8angue
O sangue possui, além das células vermelhas e brancas, oufros constituintes que

nao sdo elementos celulares.

1.4.1 Constituintes plasmaticos

Embora, sob este item possam ser analisados constituintes diversos, as proteinas
plasmaticas sé@o, sem duavida, os mais importantes.

As proteinas plasmaticas exercem papéis. (a) na regulacao do transporte de agua ou
de outras substancias devido a sua forga osmética no interior do sistema (bilirrubina,
lipideos, medicamentos, radiofarmacos e outros); (b) manutencac do equilibrio fisico-
coloidal na suspensao celular sanglinea; as alteragdes deste equilibrio estao relacionadas
a velocidade de sedimentacéo globular; (¢) a intervencao no combate infeccioso atuando
como vetores de anticorpos na coagulacdo e (d) atividade como anfélitos amortizadores

na regulacao do pH sanguineo. As proteinas plasmaticas, no plasma sangliineo, fixam-se
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a molécula e desprendem-se ao chegar a determinados 6rgéos; a fungdo de transporte de
radiofarmaces pelas proteinas plasmaticas &, em grande parte, responsavel pelas
biodistribuicbes desiguais dos tragadores radioativos.

Enquanto que fribinogénio e protrombina séo formados nos hepatéciios, € no sistema
reticulocelular da medula 6ssea e dos génglios linfaticos que originam-se as proteinas
plasmaticas. A concentracao de proteinas no plasma varia normalmente de 5,7 a 8,0 g/dL.
Essas proteinas podem ser separadas e avaliadas por eletroforese que decompbe o soro
em seis fragbes principais: albumina (54 a 58%), a. globulinas (6 a 7%), a- globulinas (8 a
9%), B+ globulinas (13 a 14%), y globulinas (11 a 12%) e fribrinogénio (3 a 4%) sendo que
independente da classe as proteinas plasmaticas podem ser precipitadas por varios
agentes como o dcido tricloroacético (TCA) (FREITAS et al., 1996).

A albumina liga-se a metabdlitos insolGveis e serve como proteina de transporte. As
globulinas sdo um grupo diverso de proteinas que incluem os anticorpos e determinadas
proteinas responsaveis pelo transporte de lipideos e alguns ions de metais pesados. O
fibrinogénio € uma proteina solivel que se polimeriza para formar a fibrina durante a
coagulacdo sangiinea (SMITH et al., 1885).

No processo de marcacdo de hemacias com T¢-99m, que sera analisado
detalhadamente a seguir, as proteinas piasmaticas também podem ligar-se com esse
radionuclideo (Bernardo-Filho, 1999). Ao administrar um radiofarmaco a um paciente
sempre uma fracdo do mesmo é encontrada ligada as proteinas plasmaticas (HLADIK i

et al., 1987, SANTOS et al., 1895; HARBER et al., 1996).

1.4.2 Estrutura das hemacias
A microscopia eletrdnica de varredura revela a forma de disco bicdncavo das

hemacias, proporcionando uma area de superficie 20-30% maior que a de uma esfera,
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aumentando assim significativamente as trocas gasosas. Esta forma, juntamente com a
fluidez da membrana, permite que a hemécia deforme-se facilmente. Assim, as hemacias
com um didmetro medio de 7,2 um sao capazes de passar através de capilares com 3-4
um (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999).

As membranas das hemacias possuem varias proteinas, que sao de dois tipos: (a)
proteinas integrantes, que estdo firmemente fixadas na bicamada lipidica; (b) proteinas
extrinsecas que estéo ligadas nao-covalentemente as proteinas integrantes da membrana.
Das proteinas integrantes da membrana da hemacia, a glicoforina (nome derivado do
grego que significa “carreador de agticar’) parece desempenhar apenas um papel
estrutural, embora seja responsavel por determinantes de grupos sangliineos (ALBERTS
et al., 1996).

Vérias glicoenzimas foram identificadas sobre a superficie celular. Algumas dessas
glicoenzimas estac envolvidas diretamente no transporte através da membrana;
entretanto, outras preparam suas substéncias convertendo-as para que possam ser
levadas por outros sistemas de transporie. As enzimas reguladoras da sintese de
constituintes celulares, tals como aceticolinesterase, aldeido desidrogenase, anidrase
carbbnica, descarboxilase dopa, monoaminoxidase e xantina oxidase, mostram-se
afetadas pelas drogas usadas clinicamente e que alcangam niveis sangliineos e tissulares
significativos (HLADIK lll et al., 1987).

O processo de marcagao de hemacias com Tc-99m representa uma das técnicas de
maior importancia na medicina nuclear; e tem sofrido aperfeicoamento continuo com o
passar dos anos em resposta ao grande numero de exames clinicos em que é utilizado. A
hemacia € uma dentre as varias estruturas celulares que sido marcadas com este
radionuclideo (SAMPSON, 1996; BERNARDO-FILHO, 1999).

A marcagao de hemacias € facilitada por varios fatores: (a) é a célula sangiinea
UNIGAME
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mais abundante (5 x 10° células/mL de sangue); (b) é de facil isolamento e manuseio
sendo pouco suscetivel a danos por manipulacéo fisica ou quimica; (¢) n&o depende de
energia nutricional in vitro como outros elementos celulares; (d) é faciimente marcada
devido a variedade de mecanismos de transporte celular e pela presenga da hemoglobina,
rica em sitios ativos de ligacdo para metais. Consequentemente, a marcacado de hemacias
também tem servido como um modelo simples, conveniente e Util no estudo do transporte,
estrutura e funcdo da membrana (SRIVASTAVA e STRAUB, 1990).

As metodologias empregadas para marcacdo de hemacias com Tc-99m s&o bem
diversificadas (THOMPSON et al., 1981; CALLAHAN et al., 1982; BERNARDO-FILHO et
al., 1983; OWUNWANNE et al., 1995). Nos métodos que empregam a marcagao in vitro o
sangue é retirado do paciente/animal e incubado com o ion estanoso e, posteriormente,
com o ion pertecnetato. Na marcacao in vivo, depois da injecao endovenosa do composto
contendo estanho no paciente/animal, é feita a administragao do T¢-99m pela mesma via.
Um outro modo de se obter hemacias marcadas com este radioisétopo consiste no
método in vivol in vitro, o que corresponde 3 injecao endovenosa do ion estanoso e, apds
coleta de sangue, a incubagao in vifro com o Tc-99m; o material € entdo novamente
injetado no paciente/animal (BAUM, 1987; EARLY e SODEE, 1995). A hemogiobina,
juntamente com outros componentes infracelulares, € um sitio de ligacdo dos
radionuclideos com as hemacias, como pode ser observado no quadro 2 (DEWANJEE et
al., 1982; SRIVASTAVA e STRAUB, 1990).

O mecanismo que envolve a ligacdo do Tc¢-99m com as hemacias nao é
completamente entendido. Ainda assim, tém sido acumuladas evidéncias suficientes para
sustentar algumas conclusdes: {a) o ion estanoso, ligado ao citrato, se difunde para dentro
das células e liga-se ao componente celular; (b) o ion pertecnetato se difunde livremente

dentro e fora da célula; (¢) ao mesmo tempo, o pertecnetato dentro da célula, na presenga
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do ion estanoso, é reduzido e se figa principalmente a fracdo globina da hemoglobina; (d)

a ligacéo do Tc-99m com a globina é predominantemente na cadeia B (DEWANJEE et al,,

1982).

Quadro 2. Porcentagem da distribuicao do Sn** e TcO4 nos componentes sangiineos

apds o processo de marcacao de hemacias.

Fragao ou componentes

lon estanoso (Sn

Pertecnetato (TcOy)

(%) (%)
Ligado com membrana 5,729 1,7+0,3
N&o ligado com membrana 18,351 948+20
Heme - 17,365
Slobina - 774 +£9,7
Sangue total 257+03 965+2,0
Plasma 73,3242 2.7 +17

SRIVASTAVA e STRAUB, 1990

1.5Modelo de transporte do SnCl; e NaTc**™0, para o interior das hemacias

As proteinas que compdem a membrana da hemacia contém regiées com
seqliéncias hidrofébicas nas suas cadeias polipeptidicas que se ligam fortemente aos
fosfolipideos da bicamada fixando as proteinas a membrana plasmatica. Uma dessas
proteinas & a banda-3 que constitui cerca de 25% das proteinas; cada hemacia tem cerca
de 10° exemplares dessa proteina integral. Trata-se de uma glicoproteina constituida de
duas cadeias polipeptidicas idénticas que apresentam um dominio extracelular, um
intracelular e um transmembrana. Além de desempenhar um papel estrutural na fixacao de
citoesqueleto 3 membrana, a banda-3 constitui a principal proteina no transporte de &nions
das hemacias, estando envolvida na difusdo facilitada de ions cloreto que, por sua vez,

atuam durante o processo de transporte de O, e CO, (SMITH et al., 1985; CALLAHAN e
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RABITO, 1990).

Especies reduzidas de tecnécio geralmente ndoc séo transportadas atraves da
membrana ceiular (SRIVASTAVA e STRAUB, 1980). Estes fatos indicam que o processo
de marcacgao ocorre em nivel intracelular. Somando-se a isso, o agente redutor parece ser
transportado também para o interior da hemacia por um sistema de transporte especifico,
o canal de caicio (DEWANJEE et al., 1982; CALLAHAN e RABITO, 1990; SAMPSON,
1896).

O influxo de célcio pode ocorrer por difusao facilitada (em um carreador Gnico ou em
um anticarreador) ou ainda através de canais de calcio voltagem dependentes. Dessa
forma, se torna evidente que uma hemacia, sendo desprovida de nucleo, mitocondria e de
reticulo endoplasmatico, depende exclusivamente do transporte de calcio através da
membrana plasmatica para regular o nivel deste ion intracelularmente (SCHATZMANN,
1993).

Estudos baseados nas similaridades entre o ion cdlcio e o estanoso, utilizando
drogas bloqueadoras de canais de calcio, demostraram que estas eram capazes de
diminuir a marcag&o de hemacias; assim, esse efeiio inibitério indica que o ion estanoso
parece penetrar no interior da hemacia pelos mesmos canais que o ion calcio (SAMPSON,
1996).

A distribuicao de radiotracadores baseia-se nos principios farmacocinéticos descritos
para agentes terapéuticos em geral, incluindo a relagdo estrutura-atividade e a ligacéo a
receptores especificos. Assim, um radiofarmaco quando administrado a um paciente
submetido a diferentes drogas, pode sofrer alteracbes em sua biodistribuicao, desviando-
se do seu o6rgao alvo (HLADIK lll et al., 1987).

A interagdo com muitas drogas medicamentosas & um dos fatores que tem merecido

grande aten¢&o por parte dos pesquisadores uma vez que pode: (a) modificar a natureza
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quimica do radiofarmaco, (b) alterar o meio bioguimico do alvoe no qual o radiofarmaco
esta exposto, (c) alterar 0 meio bioguimico que nac € alvo para o radiofarmacoe; e (d)
favorecer ou danificar a ligacdo do radiofarmaco as proteinas plasmaticas e aos elementos
sanglineos. Uma grande quantidade de drogas utilizadas em tratamento pode, ainda,
exercer seu efeito terapéutico mimetizando os sintomas de outras doencas (HLADIK 1l et
al., 1987; SRIVASTAVA e STRAUB, 1890, SAMPSON, 1996). Dessa forma, a distribuigéo
normai dos radiotracadores pode ser alterada, resultando em diagnédsticos imprecisos e
também levando a repeticdo de exames e, portanto, expondo ¢ paciente a doses de
radiacao desnecessarias (HLADIK 1l et al., 1987, HICKS et al., 1992; BERNARDO-FILHO
et al.,, 1994; SANTOS et al., 1995; EISING e REINERS, 1998).

Por dltimo, um grande niumero de trabalhos relata que certas drogas utilizadas na
marcagao de hemacias podem originar uma série de alteragdes estruturais, bioquimicas e
morfologicas nas hemacias. isto, conseguentemente, causa danos ao organismo, tais
como: anemia hemolitica, hemdlise oxidativa, anemia megaloblastica, alteracdes da
membrana celular, entre outros. Apesar da alta efici&éncia da marcacao de hemacias pela
técnica acima descrita, existem evidéncias de que algumas substancias, entre eles
medicamentos e extratos vegetais, podem também produzir efeitos na marcacéo e na

biodistribuicdo com Tc-99m (SAMPSON, 1896).

1.6 Escherichia coli

Escherichia coli (E. coli), uma bactéria gram-negativa, em forma de bastonete, da
familia das Enterobacteriaceae, € conhecida desde os primeiros estudos bacterioldgicos
como membro comum da flora intestinal.

Este organismo tem sido alvo de intensa investigacdo em laboratérios de pesquisa

por quase um século, o que pode ser intrigante pois ela nao se diferencia (como a
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Caulobacter), nao esporula (como o Baciflus), nao fixa nitrogénio (como a Klebsiella), nac
faz fotossintese (como a Rhodospirillum), nao faz quimiossintese (como a Nifrosomonas),
ndo excreta grande quantidade de proteina (como o Baciflus), nem cresce em ambientes
exéticos (como o Thermus ou Thiobacillus).

E. coli pode competir com forte estresse ambiental e desenvolveu uma série de
“reacbes alarmes” que a permitem reparar danos no DNA e impedir a sintese de RNA
indesejado, ou proteger sua membrana. Muitas destas respostas levam ao impedimento
ou “ligamento” de macromoléculas especificas. O numero de artificios regulatorios &
grande e, provavelmente, vai além da nossa compreensdo. O impedimento da expressao
de um gene durante a transcri¢do ou tradugdo assume um namero desconcerianie de
versdes. Mesmo depois aas proteinas serem sintetizadas, sua atividade ou estabilidade
pode ser modificada.

Segundo SCHAECHTER e NEIDHARDT (1987), um objetivo central na biologia é a
realizac&o de um paradigma celular. Eles afirmam que até entendermos completamente o
crescimento de uma ceélula, deveriamos imaginar a natureza do entendimento de qualquer
célula. Ainda, questionam que a E. cofi oferece a melhor oportunidade de alcangar este
paradigma dando duas razdes: “estes organismos podem ser estudados por técnicas

geneticas e moleculares incomparaveis e possuem uma vantagem inicial singular.”

1.7 0 uso de extratos vegetais na medicina popular

O uso de plantas medicinais ou de produtos naturais tem crescido nas dltimas
décadas. O consumo de plantas medicinais & uma pratica generalizada na medicina
popular, resuitado do acimulo secular de conhecimentos empiricos sobre a acio dos
vegetais por diversos grupos étnicos.

No Brasil, além da assimilacdo dos conhecimentos indigenas, as contribuicdes
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trazidas por escravos e imigrantes representaram um papel importante para o surgimento
de uma medicina popular rica e original.

Atualmente, o crescente interesse da comunidade académica em pesquisar 0s
medicamentos naturais tem dado respaldo as drogas a base de ervas (SIMOES, 1989).
Dentre os diferentes efeitos bioldgicos estudados para espécies vegetais varios estéo
relacionados @ marcagao de hemacias com Tc-89m (VIDAL et al,, 1998; REININGER et
al., 1999; BERNARDO-FILHO, 1999; OLIVEIRA et al., 2000).

A espécie estudada nesse trabalho, no sentido de avaliar sua habilidade em interferir
com a marcagao de elementos sanglineos nas diferentes técnicas empregadas, € a
Curatella americana L. Essa espécie pertence a familia Dilleniaceae e apresenta-se como
arvore ou arbusto tortuoso de 1 a 12 m em cerradao (Fig. 1). E conhecida popularmente
como lixeira, cajueiro-bravo, cajueiro-do-mato, cambarba, caimbé, marajoara, pentieira,
sabeiba e sobro (LORENZI, 1992).

Esta espécie ocorre freqlientemente em cerrado com solos arenosos. Cresce na
Amazdnia € &€ de ampla dispersdo neotropical em savanas, cerrados, matas secas
semideciduas e tabuleiros. Apesar da pléantula fragil e de crescimento inicial lento, &
invasora de pastagem (LORENZI, 1992). A espécie C. americana floresce nos meses de
agosto e setembro, e frutifica em outubro e novembro. Sua casca grossa a protege contra
fogo. As folhas sdo asperas por apresentarem cristais de acido silicico.

Sao conhecidas varias utilidades de C. americana. E usada como planta forrageira
de emergéncia para vacas, pois nao & téxica, com composicéo de 8% de proteinas, 0,35%
Ca, 0,16% P, 0,23% Mg, 11 ppm Cu e 17 ppm Zn. O arilo branco de seu fruto é comestivel
com sabor suave e adocicado (vermelho por dentro). E um alimento muito procurado pelas
aves, que sédo suas dispersoras. C. americana também tem importéncia na apicultura e

apresenta valor ornamental. Sua madeira é usada para pildo; € pesada, compacta com
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fibras reversas, muito duraveis ao tempo, servindo para marcenaria, carpintaria, tornearia,

canga, sela, escultura, lenha e carvao. A folha é usada como lixa para utensilios de chifre,

panela, madeira, unhas, etc.

Figura 1. Curatella americana L. (Dilleniaceae). A) Planta inteira; B) Detalhe das folhas; C

e D) Detalhe do fruto; E e F) Detalhe das flores; G e H) Detalhe do caule. Fonte:

hito:fAwwaw. uol.com. brieadmelo/cerrdflista. him (14/08/2003).

A medicina popular usa o decocto de cascas de C. americana para lavar feridas e

32



dlceras, inclusive de gado. E tida como medicinal contra artrite, diabetes e presséo alta. As
flores sdo usadas conira tosse, bronquites e resfriados. No fruto, a parte vermelha
apresenta um corante e suas cerdas sao irritantes, causando alergia (LORENZI, 1992).
Informacdes etnofarmacolégicas indicam que o macerado de C. americana em agua por
uma noite é intensamente usado para afec¢cbes gastricas na regiao de Tocantins (Feitosa
et al., 2000). Por esse motivo, foram realizados ensaios antitiiceras com esta planta para
averiguar sua afividade (ANDRADE, 2002).

ANDRADE (2002) identificou e detectou catequina e alguns de seus derivados galato
no extrato etandlico de C. americana. Existem estudos bioldgicos comprovando que a
catequina e seus derivados, inclusive seus polimeros (os taninos condensados),
apresentam atividades antiticeras. Uma das principais atuagbes das catequinas nos
sistemas vivos € a inibig&o enzimatica. Elas inibem a acao da histidina descarboxilase,
inibindo assim, a formag&o de histamina que & o sinal bioquimico para a produgao do
acido cloridrico gastrico (LEWIS et al. 1981). Ouira interag@o importante sobre o sistema
enzimatico € a inibicdo das cliclooxigenases, no processo de contracio dos musculos
lisos, em alguns processos antiinflamatérios, alérgicos e também gastrintestinais, pois
essas enzimas catalisam a conversdo de alguns acidos graxos para a sintese de
prostaglandinas, que sao as substancias responsaveis pela manutencéo da integridade da
mucosa gastrica (HARBORNE, 1993;. LEWIS et al. 1991). A medicina popular da
Indonésia utiliza o cha das folhas de Arfocarpus integra, ricas em catequinas, para o
tratamento de Glceras e outra afecgbes gastrintestinais (LEWIS et al,, 1991).

Foram detectadas outras atividades biolGgicas dos derivados de catequina. Eles
apresentam atividade comprovada contra 11 tipos de virus e notou-se que os mais ativos

eram 3-hidroxilados. A catequina foi, denire os derivados testados, a substancia que
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apresentou a maior atividade contra os virus da hepatite e apresentou também uma
importante atividade hepatoprotetora (HARBORNE, 1993).

Em C. americana também foram identificados os triterpendides de esqueletos lupano,
oleanano e ursano. Foi possivel a identificacdo do acido ursdlico, acido oleandlico e seus
acetatos e de betulinaldeido. Os triterpenos tém atividade bem conhecida nos mecanismos
de protecdo contra Ulceras gastricas. Eles s&o excelentes estimulantes da sintese de
muco, inibindo uma enzima redutase de prostaglandinas e permitem a manutencdo de um
alto nivel de prostaglandina na mucosa gastrica. Outro mecanismo atribuido a ag&o dos
triterpenos na protecio contra a tlcera € a inibicdo da secregédo de pepsina (LEWIS et al.,
1991).

Desse modo, foram objetivos dessa dissertagdo:

1. Avaliar o efeito do exirato bruto de C. americana, em diferentes concentragdes, na
marcacdo de hemacias e de proteinas plasmaticas com Tc-99m in vivo e in vitro,

2. Estudar a biodistribuicdo do extrato bruto de C. americana e a maneira com que ele
interfere na biodistribuigdo do Tc-88m.

3. Avaliar possiveis alteracées morfologicas nas hemacias isoladas de amostras de
sangue marcadas com T¢-99M.

4. Verificar a citotoxicidade do extrato bruto de C. americana em cultura bacteriana.
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2. Materiais @ métodos

2.1. Obtengéo do material

O tecnécio-99m foi obtido do servigo de medicina nuclear do Hospital Universitario
Pedro Ernesto da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ), eluido de geradores
Molibdénio */%°™Tecnécio, produzidos pelo Instituto de Pesquisas Energéticas e Nuclear
de Sao Paulo (IPEN), pertencente a Comissdo Nacional de Energia Nuclear (CNEN),

Brasil.

2.2. Animais

Nos estudos foram utilizados ratos Wistar, adultos, fémeas, com peso médio de 250
g, mantidos em camaras para ratos, sob temperatura de 22°C, com fotoperiodo de
12h/12h e fornecimento de racédo e agua ad libifum no biotério do Departamento de
Biofisica e Biometria — Instituto Alcantara Gomes — UERJ, onde os animais permaneceram

até sua utilizacao acondicionados em gaiolas de vinil com maravalha de pinus.

2.3. Obtencao do extrato etanédlico de C. americana

Em moinho de facas 450 g de cascas secas de C. americana foram trituradas. Em
seguida, o material vegetal foi transferido para um recipiente de 4 L ao qual foi adicionado
cloroférmio. A maceracéo com cloroférmio durou duas semanas sob agitacéo freqiente.
Apés o periodo de extracdo, a solugéo cloroférmica foi filtrada em gaze e em papel; em
seguida, a mesma foi evaporada, & pressio reduzida, em roto-evaporador (30°C) obtendo-
se 6 g de extrato cloroférmico. A torta restante no recipiente foi submetida a maceragao

com etanol. A extracéo durou outras duas semanas. Na seqiiéncia, a solugao etandlica foi
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filtrada e seca em roto-evaporador (45 °C), com procedimento idéntico a solugéo

cloroférmica. Foram obtidos aproximadamente 4 g de extrato etandlico.

2.4 Técnicas laboratoriais

2.4.1. Marcacio de hemacias e proteinas plasmaéticas e celulares com Tc-99m

O extrato foi suspenso em solucéo salina (NaCl 0,9%) na concentragéo de 5 mg/mL,
doravante chamada de 100%, e suas diluicbes subseqientes, ou seja, 50%; 25%; 12,5%,
6.25%, 3,12%, 1,56%, 0,78%. A concentracdo 100% corresponde & dose terapéutica do
extrato (250 mg/Kg) em fungéo da quantidade total de sangue do animal (DIEHL, 2001).

Os animais foram anestesiados e o sangue foi coletado por puncdo cardiaca em
volume suficiente para distribuir 0,5 mL em cada tubo (C; 100%; 50%; 25%; 12,5%, 6,25%,
3,12%, 1,56%, 0,78%; onde C = controle) e suas réplicas.

Nos tubos C foi adicionado 0,1 mL de salina © nos demais o mesmo volume do
extrato da planta nas concentragbes correspondentes (100%; 50%; 25%; 12,5%, 6,25%,
3,12%, 1,56%, 0,78%). Os tubos foram entdo tampados e se prosseguiu a encubacgdo, a
temperatura ambiente, por uma hora.

Apés o periodo de uma hora foi adicionado 0,5 mL de cloreto estanoso (1,2 mg/mL),
recentemente preparado a vacuo, e a solucdo final foi encubada por mais uma hora a
temperatura ambiente. Posteriormente foi adicionado 0,1 mbL de pertecnetato (3,7 x 10°
Bq) e a incubacao prosseguiu por mais dez minutos.

As amostras foram entdo centrifugadas (1500 rpm, 5 minutos) em centrifuga clinica
Alpha ICA (Instrumentos Cientificos Alpha Ltda.). Aliquotas de plasma (P) e células (C)

foram separadas e a porcentagem de atividades (% ATI) foi calculada.
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Para avaliar o efeito do extrato bruto de C. americana na ligacao do Tc-99m as
proteinas plasmaticas e celulares, aliquotas de P e C (20 ul) foram precipitadas em 1ml
de acido tricloroacético (TCA 5%), sendo entao, centrifugadas (1500 rpm, 5 minutos) e

isoladas as fracbes solGvel (FS) e insoltvel (FI)de P e C.

2.4.2. Biodistribuicao

Os animais foram tratados por cinco dias com o extrato bruto de C. americana (250
mg/Kg) e salina (controle) por gavagem. Apds 24 horas da Ultima administracdo os
animais foram anestesiados com halotano e foi retirado 1mL de sangue de cada animal
por puncdo cardiaca, sendo que esse sangue foi analisado seguindo o protocolo descrito
no item 2.4.1 a partir da encubacao com cloreto estanoso.

Foram aguardados 90 minutos para restabelecimento dos animais e apos este
tempo, 0,3 mL de pertecnetato foram administrados endovenosamente pelo plexo ocular,
com 0s animais também anestesiados com halotano.

Apés 10 minutos os animais foram entdo sacrificados e os seguintes 6rgéos foram
retirados: tiredide, estdmago, duodeno, rins, figado, pancreas, cérebro, osso (fémur),
pulmbes, coragéo, baco e musculo (reto da coxa). Os 6rgaos foram pesados e colocados

no tubo do contador para contagem da radioatividade.

2.4.3. Contagem da radiacido
A contagem da radioatividade foi efetuada no Automatic Gamma Counter, modelo C
2002 (Packard, Canada) provido de cintilador de pogo com cristal de iodeto de sédio,

seguindo as normas de protecao radiologica da Comissdo Nacional de Energia Nuclear.
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2.4.4 Calculo da porcentagem de radioatividade
A porcentagem da radioatividade incorporada aos elementos sangilineos (%AT!) foi

calculada segundo as férmulas abaixo:

o CPM (C)
~ CPM (FI-P) . _ CPM (FI-C)
%ATI FI-P = =50 ers ) + CPM (FIP) HATTFI-C = Epyr (RS-C) + CPM (F1-C)

CPM: contagens por minuto; P: plasma; C: célula; FS-P: fracao soldvel do plasma; FI-P:

fragdo insolivel do plasma; FS-C: fragdo soltvel da célula; FI-C: fracao insollvel da célula

2.4.5. Analise morfométrica

O esfregaco sangliineo foi preparado com o sangue tratado como descrito no item
2.4.1, em lamina (26x76 mm), apds limpeza adequada, com o auxilio de uma ouira lamina
também limpa formando um angulo de 45",

As laminas foram colocadas sobre suporte e a técnica de coloragao utilizada foi a

May-Griunwald-Giensa (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999) como descrito a seguir:

distendimento com o corante May-Griinwald (Merck, Alemanha) por cinco minutos

- lavagem da lamina com agua destilada e posterior cobertura da mesma com ¢
corante Giemsa (Merck, Alemanha) por dez minutos

- desprezo do corante seguido por mais uma lavagem com agua destilada

- secagem da lamina a temperatura ambiente em posicéo vertical.

Os esfregacos foram observados em microscopio optico (Nikon) em objetiva de

imersao (100x) com ocular fotografica conectada a uma camera de video CCD Sony DXC-
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151 A, cujas imagens foram enviadas para um computador equipado com “frame grabber
Matrix Vision” para captura e processamento da imagem.

A quantificacdo dos dados foi realizada por meio do seguinte equipamento:
“Software” Image Pro Plus (meédia Cibernetics), de acordo com o0s seguintes
procedimentos: (a) captura de imagens em escala de cinza de 256 tons; (b)
transformacgéo da imagem da escala de cinza em binarizada, de acordo com a calibragem
do limiar para destacar células sangilineas. A contagem das células foi obtida através da
funcdo “count/size” do programa que permitiu contar objetos por tamanho, fiitrar objetos
pela relagéo entre o maior e 0 menor eixo, medir automaticamente a area, o perimetro e a
esfericidade das células sangliineas. Os resultados obtidos foram analisados

estatisticamente.

2.4.6. Cultura bacteriana

Para a preparacdo de estoques glicerinados de Escherichia coli foram utilizados
volumes iguais de cultura bacteriana, em fase estacionaria, e glicerol estéril a 100%,
sendo em seguida conservados em refrigerador a -20°C. Uma aliquota (50 pl) do estoque
de E. cofi, em glicerol, foi colocada em erlenmeyer estéril de 50 ml, contendo 5 mi de meio
de cultura Miller's LB Agar estéril (Sigma Chemical Co., USA), o qual foi mantido a 37°C,
em banho-maria com agitagao, por 15 a 18 horas, periodo suficiente para a cultura atingir
a fase estacionaria de crescimento {cultura pernoite ou pré-cultura). Do pemoite foram
obtidas as culturas para experimentos (cultura repique), transferindo-se 200 pl desta
cultura para um erlenmeyer de 125 ml contendo 20 mi de meio de cultura LB, sendo este
colocado em banho-maria com agitagcdo a 37°C, por 2 horas, até ser atingida a fase

exponencial (1-2 x 108 células/ml).
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Os 20 mL da cultura em fase exponencial foram distribuidos em 2 tubos para
centrifuga, estéreis (10 ml em cada um). Os tubos foram centrifugados por 20 minutos a
4000 rpm. O sobrenadante foi desprezado e ao precipitado (pellet) foram adicionados
10ml de NaCl 0,9% estéril e a solucdo final foi homogeneizada. Os tubos foram
novamente colocados na centrifuga por mais 20 minutos a 4000 rpm. O sobrenadante foi
desprezado e o precipitado (pellet) ressuspenso com 10 mi de NaCl 0,9% estéril, tendo
sido agitado até que o pellet ficasse compietamente dissolvido. O contetido de ambos os
tubos foi colocado em um dnico tubo. Desta suspensao, foram retiradas aliquotas de 1,5
mi as quais foram distribuidas em tubos de ensaio com rosca e misturadas com o 50 ulL do
extrato etandlico de Curatella americana nas concentragbes de 25 mg/ml., 10 mg/mL, 5
mg/mL, 2,5 mg/mL e 0,5 mg/mL; e 50 uL de NaCl 0,9% estéril como controle. Esse fubos
foram incubados a 37°C, com agitacdo constante, por no maximo 60 minutos. Em
intervalos de 20 minutos, aliquotas de 100 ul foram retiradas e plaqueadas em meio de
cultura Miller's LB Agar (Sigma Chemical Co., USA) gelosado com Bacteriological Agar
(Sigma Chemical Co., USA) e, em seguida, distribuidas uniformemente com o auxilio de
pérolas de vidro estéreis. As placas foram incubadas em estufa a 37°C, ao abrigo da luz,
por um periodo de = 18-24 horas. As UFC foram entdo contadas, tomando-se como valor
em cada ponto, a média das duplicatas.

Uma vez obtido o nimero de sobreviventes em cada tempo de incubagédo, as
fragcbes de sobrevivéncia (FS = N/Np) foram calculadas, dividindo-se o nimero de células
viaveis obtidas por mililitro, em cada tempo de tratamento (N;), pelo nimero de células
viaveis obtidas por mililitro no tempo zero (No). O gréfico foi obtido lancando-se no eixo
das abcissas (x) (escala linear) os intervalos de tempo, e nas ordenadas (y) (escala
logaritmica), as FS, obtendo-se desta forma a curva representativa da inativagéo da cepa

bacteriana.
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2.4.7. Analise estatistica

Os experimentos foram repetidos e tiveram seus resultados expressos pela média
aritmética + desvio padréo dos valores obtidos em cada experimento. Esses valores foram
comparados empregando-se a analise de varidncia ANOVA seguido do poés-teste
apropriado a cada experimento. Aceitou-se o nivel de p< 0,05 como estatisticamente

significativo.
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3. Resultados

Os resultados obtidos da interferéncia da C. americana, em diferentes
concentragbes, sobre a marcacao in vitro de hemacias, proteinas plasmaticas e celulares

com Tc-99m estdo apresentados na tabela 1.

Tabela 1. Efeitos de diferentes concentracdes de C. americana na marcagao in vitro com

Tc-99m em hemacias, proteinas plasmaticas e ceiulares.

Concentracoes C (%ATI) FI-C (%ATI) FI-P (%ATI)
Controle 97.0+£20 79629 72,5+£10,9
100% 493 +6,7* 415+88"* 70,6 £ 15,0

50% 489+ 52 ™ 396+166* 75884

25% 442 +99™ 441+£121* 80,9+6,2
12,5% 43147 439+127* 66,9+8,8
6,2% 353x71* 427+87"* 79277
3.1% 373+10,2* 44517~ 69,1+17,2

1,6% 341+£38* 73573 755+20,3

0,8% 412+21* 65,8 + 8,1 79,9+4,3

C (hemadcias), FI-C (frag@o insolGvel das hemdcias), FI-P {fracdo insoldvel do plasma). ANOVA - teste

Dunnett. (**) p< 0,001; (*) p< 0,01 paran= 10

Os resultados mostram que houve diferenca significativa (p< 0,001) na marcagao in
vitro das hemacias (C) entre o grupo controle (37,0 + 2,00) e os grupos 100%; 50%; 25%;
12,5%, 6,2%, 3,1%, 1,6%, 0,8% (49,3 +6,7; 48,91+ 52;442+99;481+47,353%7,1;
37,3 £ 10,2; 34,1 £ 3,8; 41,2 + 2,1; respectivamente) indicando a interferéncia do extrato
bruto de C. americana em diferentes concentragdes diminuindo a marcagéo in vitro de

hemacias com T¢-99m.
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E possivel observar ainda que o extrato, em maiores concentragdes (100%; 50%;
25%:; 12,5%, 8,2%, 3,1%), diminui significativamente (p< 0,01} a marcagao in vifro das
proteinas celulares (FI-C) (41,5 £ 8,8; 39,6 + 16,6; 44,1 £ 12,1, 43,8 £ 12,7, 42,7 + 8,7;
44 5 = 1,7; respectivamente). O mesmo efeito ndo foi observado na marcagdo das
proteinas plasmaticas (FI-P) com Tc-99m.

O sangue retirado de animais tratados por cinco dias consecutivos com o extrato
bruto de C. americana, na dose de 250 mg/Kg via oral, foi marcado com Tc-99m com a
finalidade de avaliar a interferéncia do extrato na marcagdo de hemdcias, proteinas
celulares e plasmaticas apés sua metabolizagdo. Esses resultados s&o apresentados na

tabela 2.

Tabela 2. Interferéncia do extrato de C. americana ap6s cinco dias de tratamento (250
mg/Kg) na marcagao in vivol in vitro com Tc-99m em hemdacias, proteinas plasmaticas e

celulares.

Grupos C (%ATI) FI-C (%ATI) Fi-P (%ATl)
Controle 88,730 8932+23 78,1 £10,3
C. americana (250 mg/Kg) 68,2+141* 816+£3,3 58,1+£83™

C (hemacias), FI-C (fragio insol(vel das hemacias), FI-P (frag@o insolive! do plasma). Teste Mann-Whitney

{*) p= 0,0286; ("~} p=0,0159 paran= 5

Os resuitados obtidos com o experimento de marcagao in vivo/ in vitro com Tc-99m
mostram que mesmo depois de metabolizado o extrato ainda interfere significativamente
(88,7 + 3,0, 68,2 + 14,1 ; grupo controle e grupo tratado respectivamente, com p= 0,0286)
sobre a marcacado de hemacias (C) com o Tc-99m. Porém, apés sua metabolizagao, o

extrato passa a interferir de modo significante sobre as proteinas plasmaticas (FI-P), onde
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ocorre uma queda da %ATIl de 78,1 + 10,3 (grupo controle) para 58,1 + 8,3 (grupo
tratado), e ndo mais com as proteinas celulares (FI-C), onde néo ha diferenga significativa.

Na tabela 3 estdo resumidos os resultados dos efeitos do extrato de C. americana
(250 mg/Kg) na biodistribuicdo do pertecnetato de sddic em animais tratados durante

cinco dias via oral.

Tabela 3. Efeito do extrato de C. americana (250 mg/Kg) na biodistribuicdo do Tc¢-99M

apbés tratamento por cinco dias consecutivos (VO).

Orgaos Controle (%ATI) Tratado (%AT)
Cérebro 0,03 0,01 0,04 £0,02
Tiredide 1,31+0,1 2415
Coracao 0,3£0,1 0,3+0,1
Pulmao 0,3+0,067 05+£02*
Estdmago 1,5+0,8 1,205
Pancreas 0,1+0,03 0,3+0,07*
Duodeno 04+0.2 05+02*
Rim 04+0,1 0,4+£0,1
Baco 0,2+0,06 0,301
Figado 04101 06102
Femur 0,2+0,05 0,210,
Muasculo 0,09+0,02 0,1£0,04*

Teste Mann-Whitney. (*) p< 0,05; (™) p< 0,01

Foi possivel verificar, através dos resultados da tabela 3, que houve um aumento
significativo na fixagdo do radiofarmaco estudado nos pulmodes (0,3 + 0,07 e 0,5 £ 0,2),
duodeno (0,4 £ 0,2 e 0,5 £ 0,2) e masculo (0,09 £ 0,02 e 0,1 £ 0,04) controle e tratado,

respectivamente, com p< 0,05, e no pancreas (0,1 + 0,03 e 0,3 x 0,07) controle e tratado,



taxa de sobrevivéncia

respectivamente, com p< 0,01. Esses resultados indicam a interferéncia do extrato com os
sistemas respiratorio, digestorio e muscular.

Para verificar o efeito citotéxico do extrato de C. americana em culturas bacterianas
foi utilizada a cepa AB1157 (selvagem) de E. coli. Os resultados obtidos com este

experimento estao apresentados no figura 2.
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Figura 2. Curva de inativagdo de culturas de E. coli AB1157 tratadas com diferentes

concentracdes (mg/mL) do extrato de C. americana.

A curva de inativacdo, obtida a partir de culturas de E. coli AB 1157 tratadas com
diferentes concentragdes do extrato de C. americana, em tempos variados, mostra que 0
extrato diminui o crescimento das bactérias a partir de concentragbes do extrato maiores

que 10 mg/mL para o tempo de 20 minutos de incubacao, de 5 mg/mL no tempo de 40
45



minutos e 0,5 mg/mL no tempo de 60 minutos. Tais resultados indicam uma baixa
toxicidade in vitro do extrato, visto que tal toxicidade depende do tempo de incubacg&o do
mesmo com a bactéria.

A tabela 4 indica as alteragdes morfolégicas (perimetro/area), comparando-se o
controle com as diversas concentragoes utilizadas do extrato. Esse estudo morfoldgico foi

realizado por analise quantitativa das imagens mostradas na figura 3.

Tabela 4. Morfometria de hemacias (tratamento in vifro)

Concentragio Perimetro/Area (um/pum®)
Controle 09+0,2
6,2% 0,7+£0,03*
12,5% 0,7+005*
25% 0,7£002*
50% 06+005*
100% 0,7+0,03*

ANOVA - teste Dunnet, (*) p< 0,01

E possivel observar que, mesmo em pequenas concentracoes, o extrato altera o
formato da hemaécia significativamente diminuindo a relagao perimetro/area de 0,89 £ 0,17
(controle) para 0,67 + 0,03; 0,67 + 0,05; 0,68 + 0,02; 0,65 0,05; 0,71 £ 0,03 (6,25%;
12.5%: 25%, 50%, 100%, respectivamente). Esses resultados indicam que o extrato, de
alguma forma, interfere na estrutura da hemacia.

As fotomicrografias de esfregacos de hemdcias incubadas com diferentes
concentracbes do extrato mostram claramente a crenacéo das mesmas, confirmando os
dados obtidos pela morfometria e, portanto, a interferéncia na estrutura da membrana

destas células.
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Figura 3. Fotomicrografia de esfregagos sangiiineos obtidos de amostra de sangue

submetidas a marcacdo com Tc-99M onde, A: controle; e grupos tratados onde, B: 100%;

C:50%; D: 25%; E: 12,5%; F: 6,2%.
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4. Discussao

O uso de produtos naturais vem crescendo ao longo dos anos. De modo geral,
através da utilizac@o desses produtos procura-se a cura para muitas doencas e paliativos
de carater menos toxico. Logo, torna-se de extrema importancia uma avaliagéo cientifica
dos efeitos biolégicos dos produtos de origem vegetal.

Tendo sido descrito que extratos vegetais podiam alterar a marcacao de elementos
sangllineos com Tc-99m (VIDAL et al., 1998; OLIVEIRA et al., 2000), decidiu-se avaliar a
possibilidade do extrato etandlico de C. americana interferir com o processo. A marcagao
desses componentes sanglineos com Tc-99m, como pertecnetato de sédio, depende da
presenga de um agente redutor e o cloreto estancso é largamente empregado. A
determinacéo da concentra¢ao ideal do cloreto estanoso € um fator preponderante na
técnica de marcacgao (RAO et al., 1986; HLADIK 1l et al., 1987).

No caso das hemacias, essas captam o ion estanoso do meio extracelular. Quando a
concentracdo deste ion € baixa, o mesmo & praticamente todc incorporado pelas
hemacias. Assim, em concentragdo maxima deste agente redutor, as hemacias
apresentam as mais altas porcentagens de marcacao, possivelmente devido ao
“preenchimento” maximo de sitios de ligagdo nas moléculas de hemoglobina. Depois do
tratamento das hemacias com elevadas concentragdes de cloreto estanoso o sistema que
controla o fluxo deste ion satura-se e © mesmo nao se mostra capaz de captar este ion de
forma indefinida, o que provoca ¢ aumento desse agente no meio exiracelular. Ao ser
adicionado, o T¢c-99m, como ion pertecnetato, teria que atravessar essa barreira de agente
redutor, 0 que impediria de alcancar as hemacias acarretando, desta forma, uma baixa

eficiéncia de marcagao (BERNARDO-FILHO, 1888).
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O mecanismo de transporte destes ions para o meio intracelular ainda néo foi
totalmente esclarecido, mas ha dados que sugerem que o cloreto estanoso atravesse a
membrana plasmatica pelos canais seletivos de calcio (SAMPSON, 1996) e o ion
pertecnetato pelo sistema de transporte “anion banda-3" (CALLAHAN e RABITO, 1990;
SAMPSON, 1996).

A presenca de determinadas drogas no sangue poderia alterar a porcentagem de
radioatividade do Tc-99m ligado aos elementos sangliineos, pois estas poderiam atuar: (a)
competindo com o cloreto estanoso ou com o Tc-99m; (b) alterando a permeabilidade da
membrana celular favorecendo ou bloqueando o mecanismo de transporte destes
elementos; (c) ocupando sitios de ligacdo do Tc-99m ou do cloreto estanoso; (d)
favorecendo a ligacdo do Tc-99m as proteinas plasmaticas ou (e) como agente redutor ou
oxidante modificando a valéncia dos ions estanoso e/ou pertecnetato (HLADICK Ili et al,,
1987; SANTOS et al., 1995).

Da mesma maneira gue outros vegetais como a Thuya occidentalis (OLIVEIRA et al.,
1997), o fumo (VIDAL et al., 1998) e a Maytenus ilicifolia (OLIVEIRA et al., 2000), a C.
americana alterou a eficiéncia de marcagao das hemacias com Tc-99m. Quando o exirato
foi administrado in vifro, além de diminuir consideravelmente a marcag¢édo nas hemacia, ele
influenciou bastante também na ligagdo do Tc-99m com as proteinas celulares sem,
contudo interferir na marcagdo das proteinas plasmaticas (tabela 1). Na marcagao in
vivo/in vitro, a interferéncia nas hemacias seguiu o mesmo comportamento da marcagéo in
vitro, 0 que indica que os metabolitos do extrato conserva em parte as propriedades do
extrato bruto. Porém, no tocante a interferéncia na marcacao das fracoes insoitveis de
plasma e hemécia, ocorre uma inversao, ou seja, no teste in vivo/in vitro houve diminuicao
na marcacéo das proteinas plasmaticas e ndo das celulares como na marcagéo in vitro

(tabela 2). Este resultado pode indicar que, apesar dos metabdlitos preservarem em parte
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as propriedades do extratc bruto, héd alguma modificagéo e estes metabdlitos, de alguma
maneira, favorecem a ligacéc do Tc-99m com as proteinas plasmaticas que, portanto,
marca menos outras estruturas.

Estes resultados ainda possibilitam especular que a diminuigdo da marcacdo das
hemacias, tanto in vivo/in vitro quanto in vitro, se deve ao fato do extrato causar alteragoes
morfolégicas nas hemdcias (tabela 4), o que dificultaria o transporte de ions através da
membrana ou ainda a acdo quelante do mesmo, o qual quelaria o cloreto estanoso
impossibilitando a redugéo do pertecnetato.

Uma vez que esses possiveis produtos de metabolizagao do extrato de C. americana
também poderiam acarretar efeitos sobre a biodistribuigdo de radiofarmacos, decidiu-se
avaliar o efeito do tratamento in vivo na fixacao do radiofarmaco pertecnetato de sodio no
animais tratados. Como ja descrito para outras drogas (HLADIK ill et al., 1987; MATOS et
al., 2000), o extrato de C. americana foi capaz de modificar a biodistribuicdo do Tc-99m.
Neste experimento houve aumento significativo da fixacdo de radioatividade no pulmao,
pancreas, duodeno e musculo (tabela 3). Isso revela possiveis efeitos que alteram a
metabolizacac do pertecnetato de sodio nesses érgaos. Em relacdo a acéo no pulméo e
pancreas, a medicina popu‘iar e estudos etnofarmacolégicos (HIRUMA-LIMA, comunicagéo
pessoal) revelam que a C. americana é utilizada contra tosse, bronquites , resfriados e
diabetes, o que justificaria a alteracdo na captagdo do radiofarmaco nos érgaos referidos
acima.

A hemacia é uma das estruturas bioldégicas mais estudada. Sabe-se muito mais
sobre a membrana da hemacia do que sobre qualguer outra membrana de céiulas
eucaridticas. A facil disponibilidade e a simplicidade de armazenamento das hemacias,
tornam-nas objeto ideal de pesquisa para quem possa lan¢ar mao de um microscopio de

boa qualidade (ALBERTS et al., 1996).
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A forma normal das hemacias é apenas uma dentre as varias que elas podem
assumir quando as condigdes se alteram. Deve-se, assim, considerar a forma como
representando um equilibrio entre as propriedades da célula e as forgas fisicas que agem
sobre ela. Quando alguma dessas forgas se alteram a forma se modifica prontamente e
diferentes tipos de alteracdes podem ocorrer nas hemacias. O estudo destas formas pode
contribuir como instrumento indispensavel para o diagnostico de diferentes patologias
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1899).

O principal método que revela os fipos celulares do sangue periférico é o de
esfregaco sangliineo. Este método difere dos métodos convencionais de preparacio
histolégica, pois a amostra n2o é incluida em parafina. O estudo cuidadoso dos
esfregacos de sangue fornece dados muito importantes. Pode-se afirmar que 90% das
conclusbes que se tiram do exame citoldgico sado fornecidos pelo estudo dos esfr_egag;os
corados. Esta constitui, portanto, a melhor medida de estudo dos elementos morfoldgicos,
além de fornecer uma idéia aproximada da conceniracdo de hemoglobina e do nimero
das hemacias, leucécitos e plaquetas (OLIVEIRA et al., 1892).

A modificacdo da morfologia da hemacia por extrato de planta medicinal (OLIVEIRA
et al., 1997; VIDAL et al, 1998; OLIVEIRA et al, 2000) e a possivel alteracdo do
transporte de ions estanoso e pertecnetato para o interior da hemacia poderia acarretar
uma diminui¢ao na marcag¢éo dessa estrutura com o Tc-99m.

A analise morfométrica das hemacias foi realizada a partir dos esfregacos
sanguineos feitas apés o tratamento in vitro com diferentes concentracbes do extrato
(tabela 4). O resultado revelou que a relagéo perimetro/area dos grupos tratados é menor
comparada a relacdo perimetro/area do grupo controle, caracterizando a alteracéo

denominada crenacao (figura 2).
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Existem numerosas evidéncias que tém comprovado que a forma da célula depende
da organizagdo das proteinas estruturais da membrana e das proteinas adsorvidas a sua
superficie (ALBERTS et al., 1996). Assim, pode-se sugerir que o extrato de C. americana
possui a capacidade de alterar a morfologia das hemacias. Por outro lado, estudos com
extrato de fumo (VIDAL et al, 1998) e Mayfenus ilicifolia (OLIVEIRA et al., 2000)
mostraram uma relacéo entre a alteracdo de marcacdo de hemacias com Tc-99m e
modificagbes na morfologia das hemacias. Isso poderia justificar a diminuicdo da
marcacdo de hemacias com o extrato, quando empregadas amostras de sangue de
animais tratados com esse vegetal, onde também foi constatada alteragdo morfologica das
hemacias (tabelas 1, 2 e 4).

Como ja relatado anteriormente (item 1.7) o extrato etandlico de C. americana é rico
em polifendis (taninos), os quais estdo bem distribuidas no reino vegetal e sao
encontrados em folhas, frutos e cascas de caule em concentragbes que chegam a 50% do
peso seco (HASLAM, 1989). Contribuem para a defesa da planta impedindo herbivoros de
se alimentarem de tecidos vegetais ricos em tanino (HARBONE, 1998) e limitando o
crescimento de patdégenos e putrefagdo (MILA et al., 1996). Sua toxicidade entre os
microorganismos € relativamente pequena, mas, quando presente em grandes
concentracbes, os polifendis se tornam uma defesa com amplo espectro de agdo. Séo
considerados agentes de defesa por seus efeitos protetores contra predadores dependem
da sua concentrac&o nos tecidos vegetais (MILA et al., 1996; SCALBERT, 1992).

Seu papel na defesa vegetal é bem estabelecido, mas seu modo de acéo nao foi
bem esclarecido ainda. Muitos autores sugeriram que os taninos inibem o crescimento de
microorganismos formando complexos com enzimas ou proteinas nutrientes para os
micrébios; porém, nenhuma prova esclarecedora foi dada até o momento (MILA et al.,

1996). Foi proposto por SCALBERT (1991) que os polifendis poderiam inibir o crescimento
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de microorganismos por privagao de ferro. O ferro estd envolvido na acdo de muitas
enzimas e proteinas redox e € essencial para a maioria dos organismos vivos; entretanto,
ndo é facilmente disponivel ja que ete forma hidréxidos insollveis prontamente.

Polifendis vegetais, com varios grupos o-diidroxifenii em suas estruturas, séo
também o6timos quelantes de varios ions metdlicos, em particular ferro il com o qual
formam complexos azul-preto largamente insolivel em agua (MILA et al., 1996), o que
pode impedir a assimilagdo de ferro por microorganismos.

Tendo em vista a citotoxicidade mencionada anteriormente dos taninos, foi avaliado
o efeito citotdxico do extrato etandlico de Curatella americana, o qual foi incubado com
amostras de E. coli AB 1157, uma cepa selvagem. A diminuicdo na taxa de sobrevivéncia
de E. coli indica uma citotoxicidade relativamente baixa do extrato, tendo em vista que a
queda mais significativa ocorre em virtude do tempo e da concentracdo do extrato. Existe
ainda a possibilidade desie efeito ser apenas citostatico, ou seja, esse efeito ndo permite
que as UFC se formem até trinta minutos de incubagdo com o extrato etandlico de C.
americana nas concentragdes de 10 mg/mL e 25 mg/mL.

Segundo MAKKAR et al. (1988), taninos condensados t&m importancia nutricional
por ligar-se com proteinas e carboidratos além de reduzir a atividade de enzimas
proteoliticas, ureoliticas e celulolitica de micrébios do rimen e também as atividades
fermentativas e multiplicagao de suas células. Além disso, foi relatado por SALAWU et al.
(1997) que os taninos condensados de quebracho (Loxopterygium loefzil) reduziu a
atividade microbiana in vitro.

Portanto, a capacidade dos taninos de serem agentes quelantes de ferro e de ligacéo
com enzimas e proteinas pode explicar a reducio observada na taxa de sobrevivéncia de

E. coli.



Ainda, justamente por apresentarem propriedades quelantes em relagdo ao ferro e
se considerarmos que os potenciais de ionizagdo do Sn H/Sn lil e Fe W Fe lll sdo muito
proximos (30,498 eV/ mol e 30,643 eV/ mol, respectivamente) € possivel inferir que no
caso da marcacgao de elementos sangiineos os taninos poderiam estar quelando o ions
estanoso justificando, também, além da interferéncia com a membrana, a redugéo da

fixacao de T¢-99m nas hemacias.
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8. Conclusdes

A anélise do conjunto de dados apresentados permite concluir que:

A marcacéao fn vitro com Tc-99m de hemacias e proteinas plasmaticas e celulares de
sangue incubado com preparagdes de C. americana foi alterada.

O extrato, ao ser administrado aos animais, alterou de forma significativa a eficiéncia
de marcacédo com Tc-99m da fragao insolivel do plasma.

Em animais tratados com o extrato constatou-se aiteracdo na captagdo do Tc-99m
no puiméo, pancreas, musculo e duodeno.

Foram observadas alteragdées morfolégicas nas hemacias tratadas in vifro com o
extrato, podendo justificar a redugdo na taxa de fixacdo do Tc-99m nas hemacias.

O exirato mostrou-se pouco citotéxico (citoestatico) quando encubado com

amostras de E. coli AB 1157 devido a taxa de sobrevivéncia do microorganismo ter se

mostrado dependente do tempo de incubacgdo e da concentragao do extrato.
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