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Resumo

A maléria, doenca parasitaria prevalente de paises tropicais, atinge aproximadamente 300
milhSes de individuos/ano no mundo ¢ tem se agravado pela resisténcia do Plasmodium as
drogas. A busca de novos anti-malaricos para substituir ou complementar a terapéutica
atual ¢ uma das prioridades da Organizagio Mundial da Saude. A espécie Crofon cajucara
ou “sacaca’, uma planta tipicamente brasileira, ¢ indicada popularmente no auxilio do
tratamento de malaria, inflamagGes no figado e ictericia, entre outros. Os efeitos da Crofon
cajucara sobre os aspectos associados aos sinais e sintomas relacionados a infecgéo
malarica, além do efeito sobre ¢ parasita em si foram estudados devido aos danos hepaticos
produzidos pela malaria, assim como as indicagBes populares da espécie. Estudamos
inicialmente os efeitos farmacoldgicos do infuso, 6leo essencial e desidrocrotonina, obtidos
das cascas de sacaca, em modelos experimentais de inflamagdo e hepatoprote¢io. O dleo
essencial exerceu efeito antiinflamatorio, dose-dependente, em modelos de inflamacio
aguda (edema de pata induzido por carragenina), e de inflamac¢io crénica (granuloma
cotton peller), contudo, ndo foi capaz de inibir a migra¢do de peutréfilos induzida por
lipopolissacarideo, para a cavidade peritoneal de camundongos. A desidrocrotonina foi
capaz de inibir o processo inflamatério somente quando os animais foram tratados
cronicamente, enquanto que o infuso nfo demonstrou efeito antiinflamatério em nenhum
dos modelos estudados. Em ensaios de citotoxicidade, realizados em fibroblastos de
pulméo de hamster chinés da linhagem V79 e em culturas primarias de hepatdcitos de ratos,

verificamos que a toxicidade das substincias estudadas foi dependente da dose. Esses

vi



resultados possibilitaram a comparagio da citotoxicidade entre células metabolizantes
(hepatocitos) € ndo metabolizantes (fibroblastos). O Oleo essencial apresentou menor
citotoxicidade nas células hepaticas do que em fibroblastos, diferente das demais drogas,
onde ocorreu o inverso. Quando se testou o 6leo essencial no modelo de hepatoprotecio in
vitro, utilizando como droga hepatotdxica a cumarina, o o6leo essencial nfo foi capaz de
proteger o figado desse agente lesivo. Nos testes de hepatoprotecdo in vivo todas as drogas
foram ineficazes em proteger o figado;, ao contrario, as substincias vegetais
potencializaram o efeito hepatotoxico do agente estudado, a galactosamina. Estudos
preliminares do efeito das drogas na maldria demonstraram que o infuso {com maior
eficacia), o oleo essencial e a DHC foram capazes de inibir a parasitemia em animais (aves
e camundongos) infectados principalmente por P. berghei e gallinaceum. Determinamos
também a composi¢io do infuso onde 13% de sua composigio é de desidrocrotonina, além
de dleo essencial e agucares em menor quantidade. Nossos estudos demonstraram portanto
que, apesar da citotoxicidade apresentada pelo infuso, o cha das cascas de sacaca usado
popularmente no auxilio do tratamento da malaria esta, ainda que, preliminarmente,

perfeitamente justificado.
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I INTRODUCAO




1.1. MALARIA
a. Epidemiologia da Malaria

A malaria é uma doenga que causa enorme sofrimento e € a causa de morbidade em
varios paises inciuindo, principalmente, areas pantropicais (TOUZE et al, 1993; WHO,
1993). Essa doenga parasitaria continua sendo a mais prevalente nas areas tropicais, onde
aproximadamente 300 mithdes de individuos sdo afetados por ano, a maioria vivendo na
Africa Tropical (CATTANI et al., 1993). O Brasil ¢ responsavel por aproximadamente 10%
dos casos da doenga assinalados anualmente fora do territério africano, assumindo o segundo
lugar mundial em numero de casos (WHO, 1993). Estima-se que ocorra uma morte a cada 12
segundos, quase sempre entre criangas menores de cinco anos, principalmente na Africa, sub-
Saara, ¢ os dois tergos restantes estiio concentrados em apenas seis paises. Esses paises, em
ordem decrescente de prevaléncia de malaria séio, India, Brasil, Sri-Lanka, Vietns, Coldmbia
e a [lha de Saloméo (BUTLER et al., 1997). |

Na América Latina, 0 maior numero de casos de malaria registrado € na regido da
Amazdnia Legal, onde estima-se uma mortalidade anual de 6 a 10 mil pessoas, entre adultos
e criangas (WHOQO, 1992). No Brasil, em 1997, foram registrados cerca de 405.000 casos de
malaria, sendo 99% deles na Amazdnia brasileira, a maioria entre homens, adultos ¢ jovens
(MINISTERIO DA SAUDE, 1997). A mortalidade nestes casos ocorre, sobretudo, em funcéo
do atraso do diagnéstico e do tratamento especifico (KRETTLI, 1998).

A politica de erradicagfio da malaria, adotada a partir de 1950 pela Organizagio
Mundial de Saude (OMS), esta baseada fundamentalmente no controle dos mosquitos vetores
e no iratamento curativo dos individuos infectados. Esta politica conseguiu eliminar a doenga
de numerosos paises nas zonas temperadas, onde a mesma era relativamente instavel
(BRUCE-CHWATT, 1986). Entretanto, devido as dificuldades praticas na aplicagdo dos

programas nas areas mais afetadas do mundo como a Africa, Asia e America Latina, as



campanhas de erradica¢fio foram transformadas em campanhas de controle dos vetores que
reduziram consideravelmente, o nimero de casos da doenga nessas dreas.

O intenso desenvolvimento da Amazdnia, a partir dos anos 70, ajudou a expandir
rapidamente os focos de malaria existentes, e a doenga assumiu proporgdes alarmantes na
ultima década (CASTILHO-SALGADO, 1992). Em 1993, aproximadamente 483 mil casos
da doenga foram notificados no Brasil, sendo 90% na Amazdnia, onde os Estados de Mato
Grosso, Para e Ronddnia se destacaram pela intensidade de transmiss#o,

Em éreas endémicas de malaria existem cepas de Plasmodium falciparum com
fendtipo multi-resistente a drogas (COWMAN, 1991), inclusive no Brasil (COUTO et al,
1993). Tais fatores, associados a outras dificuldades de carater operacional, como
administrativo ¢ politico, tém levado a OMS a sugerir uma redefini¢do dos objetivos iniciais
do programa, abandonando o principio de erradicagéio para propor uma estratégia do controle
da doenga (NAJERA, 1989).

Dentro dessa perspectiva, tornou-se clara a necessidade de adaptacio de medidas de
controle as condigbes epidemiologicas, econdmicas e socio-culturais especificas, o que
demanda conhecimento das areas envolvidas, dos métodos disponiveis e da integra¢io com
os servigos de saude e de saneamento basico existentes.

A busca de novos antimalaricos que possam substituir ou complementar a terapia
antimalarica existente € uma prioridade da OMS. Estudos de quimioterapia experimental tém
sido conduzidos por vérios grupos de pesquisa com énfase em plantas medicinais usadas
contra a malaria na Amazdnia (FERRARI et al., 1992). Além disso, o uso de plasmodios ndo
humanos como modelos experimentais tem permitido significativos avangos no
conhecimento de varios aspectos da infecgfo malarica, na busca de novos antimalaricos para

a terapia da doenga e no desenvolvimento de vacinas.



b. Ciclo Evolutivo dos Plasmodios

A maléria é uma doenga causada por protozoarios do género Plasmodium. Os seres
humanos sdo infectados pelos esporozoitos injetados pela picada dos mosquitos fémea do
género Anopheles, podendo, ser transmitida também por transfusfo sangiiinea.

A infeccio malarica inicia-se com a inoculagdo dos esporozoitos no hospedeiro
vertebrado através da picada do inseto vetor (mosquitos anofelinos no caso de mamiferos e
culicideos no caso da malaria de aves). Os esporozoitos inoculados, apds cerca de 30 min na
circulagfio, penetram na célula do hospedeiro iniciando a fase exoeritrocitica (EE) do ciclo.
No caso dos mamiferos, as células hospedeiras dos esporozoitos sfio os hepatocitos e na
malaria das aves s#o as células do sistema monocitico fagocitario (SMF).

Na malaria de mamiferos nfic esta ainda claro o mecanismo pelo qual os esporozoitos
passam dos capilares sinusoidais do figado para o hepatocito, ou seja, se € através das células
fagocitarias de Kupffer ou das células endoteliais dos vasos sangtiineos (VANDERBERG et
al., 1990). Evidéncias indiretas na malaria de roedores demonstram que c€lulas fagociticas
podem facilitar a penetracdo de esporozoitos de P. berghei, porque estes plasmodios podem
penetrar ativamente ou sdo fagocitados por macréfagos e sobrevivem no interior dessas
células .

Foi demonstrado que o evento inicial na interagio esporozoito-hepatdcito é a
reconhecimento da proteina circum-esporozoito (CS) por proteoglicanos presentes na
membrana do hepatécito (SINNIS et al., 1994). O ligante para o receptor do hepatbcito se
localiza na regido II da proteina CS, que € altamente conservada em todas as espécies de
parasitas da malaria de mamiferos (CERAMI et al., 1992).

Algumas horas apés a penetragfo na célula hospedeira, os esporozoitos se arredondam
e se multiplicam por esquizogdnias, originado esquizontes maduros com merozoitos EE

liberados com o primeiro rompimento da célula hospedeira (COULSTON & HUFF, 1947).



Os merozoitos EE liberados podem penetrar em novas células do SMF originado o ciclo EE
secundario ou invadir hemacias, iniciando a fase eritrocitica da infecgfo. Nos plasmddios de
mamiferos, a fase EE origina-se somente a partir de esporozoitos inoculados pelo inseto
vetor.

Os merozoitos EE, que penetram nas hemacias, utilizam um processo complexo e

especifico envolvendo fases seqiienciais distintas que compreendem:

a)interagdo inicial do tipo ligante-receptor entre o plasmédio e eritrocito; para o P.
Jalciparum, as glicoforinas, sialo glicoproteinas presentes na membrana do eritrocito, sdo
o0s principais receptores;

b) reorientagio do merozoito com o extremo apical em estreito contato com a membrana do
eritrocito;

¢) deformagdo da membrana da célula hospedeira e

d)interiorizagio do parasita e formacéio do vaclolo parasitéforo (PERKINS, 1990).

Os merozoitos intra-eritrociticos se diferenciam em trofozoitas os quats, por divisdo
esquizogdnica, originam esquizontes sangliineos que produzem um numero varidvel de
merozoitos, segundo a espécie. Apds a lise dos eritrdcitos parasitados, os merozoitos
sangiiineos livres invadem novas hemdicias. Assim, o ciclo sangliineo se repete
sucessivamente, dando origem & fase eritrocitica responsavel pela patogenia da doenga.

Na fase seguinte alguns dos trofozoitas diferenciam-se para originar as formas
eritrociticas sexuadas, os gametdcitos masculinos € femininos, que amadurecem sem sofrer
divisio celular. Os gametdcitos s6 prosseguirdo seu desenvolvimento no estémago do
mosquito susceptivel, originando o ciclo sexuado ou esporogénico. Quando a fémea ingere
sangue do vertebrado contendo gametdcitos circulantes, esses sdio liberados da hemacia
hospedeira. O gametocito masculino sofre enorme transformagéo, no estdmago do mosquito

processo denominado exflagelagdo, originando gametas masculinos, Apds a fusdo do



gameta feminino e masculino na luz do estdmago, forma-se o oocineto, ovo movel, que
migra para se alojar na parede do estdbmago do mosquito, formando o oocisto. Apds a
divisio esporoglnica e ruptura do oocisto maduro os esporozoitos sfio liberados na
hemocele do mosquito. Os esporozoitos migram para as glandulas salivares do vetor,
estando aptos entfio, a iniciar o ciclo do hospedeiro vertebrado, quando inoculados através
da picada do mosquito.

As drogas antimalaricas tém aco seletiva sobre diferentes fases do ciclo de vida dos
parasitas. Os esquizonticidas sangiiineos sdo drogas com agdio sobre os estigios assexuados
sangiiineos do parasita (trofozoitos e esquizontes), os responsiveis pelas manifestagdes
clinicas da doenga. Nesta categoria incluem-se a grande maioria dos antimalaricos
disponiveis tais como, cloroquina, amodiaquina, quinina, pirimetamina pura ou em
associa¢Ges com sulfonamidas ou sulfonas, mefloquina, halofantrina € a artemisinina,

Drogas com agdo contra os estagios teciduais do figado sdo denominadas
esquizonticidas teciduais ou profilaticos casuais, como o proguanil - um inibidor da
dihidrofolato redutase do parasita, provocando tanto inibigdo da sintese de DNA, quanto
deplegido dos cofatores folatos.

QOutros estagios do ciclo de vida do parasita sdo alvos para drogas; por exemplo, as
drogas gametociticidas que afetam irreversivelmente os gametodcitos na circulagio do
hospedeiro vertebrado, impedindo seu posterior desenvolvimento no mosquito vetor.
Drogas com agdio sobre os esporozoitos, as quais tem agdio logo apds a inoculagdo no
hospedeiro vertebrado através da picada do mosquito vetor ndo sfo conhecidas até o

momento (CARVALHO et al., 1992).



c. Maldria e Resposta Inflamatoria

Em ultima anélise, a malaria pode ser caracterizada por uma resposta inflamatéria
generalizada com um alto comprometimento hepatico (FAURE, 1995). A presenga, durante o
ciclo da malaria, de diferentes populacBes de células de defesa no compartimento
extravascular do figado, é de particular importdncia no entendimento dessa patologia. As
células, no compartimento extravascular do figado, podem ser o resultado de uma migragéo
celular a partir da corrente sangiiinea. Além disso, a presenca do parasita no organismo
aumenta a atividade fagocitaria das células reticulo endoteliais (ROBBINS, 1994).

As células do sistema reticulo endotelial do figado, por sua vez, participam da
reatividade imunoldgica do orglo e constituem um fator importante na prevengio da lesdo
hepética (LASKIN, 1990).

O processo infeccioso envolve, portanto, respostas inflamatérias tipicas que podem
ser caracterizadas como um processo inicial protetor mas, que em seu decurso, pode levar a
efeitos deletérios para o organismo como um todo.

A inflamagdo ¢ a resposta do organismo, ou mais especificamente, dos tecidos
vascularizados, aos estimulos lesivos, obedecendo a wum padrio semelhante
independentemente da natureza do estimulo. Apesar disso, pequenas variagdes podem ocorrer
as quais dependem do agente lesivo, das caracteristicas do tectdo ou do orgfo afetado e da
coexisténcia de outros estados patologicos.

Apds o desencadeamento da reago inflamatdria observa-se uma primeira fase
chamada aguda. A seguir, esta reagio pode tornar-se crdnica, dependendo do estimulo ser ou
ndo persistente, ou entfo ocorrer a resolugdo do processo devide a eliminagéo do estimulo ou
agente causal.

A formagdo do exsudato inflamatério, em funcdo da permeabilidade vascular,

desempenha um papel importante no processo inflamatério. Agua, sais minerais e proteinas



plasmaticas formam o componente fluido do exsudato; o infiltrado de leucdcitos, que migra
para o local da injuria, constitui 0 componente celular. Durante a fase inflamatdria inicial
aguda, os neutrofilos podem constituir-se na maior parte do infilirado celular (POPPER,
1974) e suas fungdes relacionam-se a fagocitose dos elementos que desencadearam a reagio
inflamatoria (DALE, 1984). No estigio tardio da fase aguda e na inflamagfio crdnica,
predominam os leucdceitos mononucleares (BROWN et al., 1978). Os macréfagos sdo células
multifuncionais que participam, nfio s6 da fase crénica da rea¢o inflamatéria e da regulagio
da resposta imune, como também do desencadeamento e modulagéo de varios eventos da fase
aguda da inflamagéio (WEIR, 1984).

O exsudato inflamatério contém varios mediadores que influenciam as células
adjacentes e os proprios vasos sangiineos. Estes mediadores incluem os componentes da
cascata enzimdatica do sistema complemento, os quais podem gerar outros componentes que
promovem a liberagio de mediadores inflamatérios (COLTREN, 1992), fatores
quimiotaxicos de leucocitos (NOSSAL, 1987) e outras substéncias como as citocinas, que sio
potentes mediadores da resposta inflamatéria e imunoldgica, as quais podem ser produzidas
por um grande nimero de tipos celulares (CHATENOUD et al., 1990).

O modo pelo qual os leucdcitos migram da circulagéio para os sitios de inflamagio
aguda e crbnica, com alta especificidade sem afetar os tecidos nfio lesados, parece estar
relacionado & aderéncia de populagdes especificas destas células ao endotélio vascular.
Glicoproteinas ou Lectinas para adesdo celular, as LEC/CAMSs, coordenam a cascata celular
de ativagdo, adesdo e migragio de leucocitos (LASKY, 1991); em adicdo, as respostas
inflamatorias envolvem a formagfo e acumulo de mediadores bioativos como o fator de
agregacio plaquetiria (BAZAN, 1995).

Mais recentemente foi demonstrado que o 6xido nitrico (NO) possui importante papel

na regulagdo da resposta-imunes contra parasitas (WELL et al., 1995). Os linfécitos T CD8*



e interferon-gama (INF-y) desempenham papel importante na regulagio da dxido-nitrico-
sintase no figado o que, por sua vez, contribui para a resposta protetora deste orgdo a acéo
deletérica dos parasitas. Esses componentes induzem os hepatdcitos ou células de Kupffer a

produzirem NO, o qual tem a¢do anti-parasitaria importante (SEGUIN et al., 1994),

1.2, FIGADO E SUAS LESOES
a. Hepatotoxicidade e Lesdes Hepdticas

No inicio deste século, a hepatotoxicidade experimental passou a ser utilizada como
modelo para o estudo das patologias hepaticas encontradas no homem ou em animais. Uma
série de trabalhos sobre a lesfo hepatica provocada pelo cloroférmio foi publicada nesta
época. Nos anos 30, foram realizados, conforme citagdo de ZIMMERMAN (1978) outros
estudos sobre a toxicidade do tetracloreto de carbono (CCls), pois o uso deste agente como
vermifugo provocou doengas hepaticas e a morte de muitas pessoas. Desde entio, um grande
numero de trabalhos foram realizados utilizando este e outros agentes farmacolégicos como
modelo para o estudo de lesGes hepaticas.

A maioria dos eventos patologicos no figado mostra um consideravel grau de
preferéncia zonal. A razdo desta preferéncia ainda nfio esté totalmente esclarecida, mas pode
ser compreendida pelas alteragdes da macro e microcirculagio, respostas imunoldgicas
diferentes, bem como os varios aspectos do zoneamento do metabolismo e da
biotransformacdo hepatica, os quais sfo compativeis com a configura¢do zonal acinar

(GEBHARDT, 1992).

b. Metabolismo Hepatico de Drogas
Com relacdo ao metabolismo hepético de drogas e produtos quimicos, duas fases

fundamentais constituem o processo. A fase I envolve reacdes catalisadas pelas diversas



isoformas do citocromo P-450 e a fase II corresponde as reag8es cujos metabolitos gerados
na fase I s3o conjugados com glutationa, sulfeto e acido glicurdnico entre outros, para
facilitar a eliminagdio (ALLAMEH et al, 1997). Os compostos que sofrem bioativagio
habitualmente sio produzidos na fase I e os compostos resultantes dependerdio do nivel
hepatico das enzimas transferases e dos substratos que participardo na fase II.

Um exemplo comum é de compostos que sdo bioativados por exemplo no figado os
quais, primeiramente esgotam a reserva de glutationa para, em seguida, exercerem seu efeito
hepatotdxico (GAO et al., 1996; ALLAMEH et al., 1997). Esta toxicidade pode ser inibida
experimentalmente elevando-se o conteudo de glutationa reduzida (GAO et al, 1996) ou
empregando-se inibidores do citocromo P-450, que impedirdo a bioativagio (HAMMOND et
al., 1996, RODRIGUEZ & ACOSTA,; 1997),

As substancias reativas produzidas pelo metabolismo de agentes lestvos como CCly,
paracetamol, galactosamina, entre outros, podem se ligar a macromoléculas celulares,
iniciando uma variedade de reagdes incluindo peroxidagfio lipidica, mudangas no estoque de
energia celular e interferéncia na sintese de proteina (TSAI et al., 1997; GILANI et al., 1998).

Estudos recentes sugerem que a toxicidade de agentes lesivos ao figado ndo esta
limitada a um efeito direto do agente sobre os hepatocitos. Nas lesGes hepaticas existem
também a participagio de leucdcitos (LASKIN, 1990). Estas células, tornando-se ativadas,
liberam grande quantidade de mediadores altamente reativos que podem ser inflamatorios,
citotoxicos ou vasoativos, tais como: superoxido e perdxido de hidrogénio, éxido nitrico,
lencotrienos, enzimas proteoliticas, fator de necrose tumoral (TNF), interleucinas (IL) ¢ fator
ativador de plaquetas (PAF). Tais mediadores possuem a capacidade de lesar o tecido e,
portanto, as células que os produzem participam dos processos fisiopatologicos levando a

toxicidade.



As células de Kupffer estdo fortemente implicadas na patogénese da lesdo hepatica
induzida pela galactosamina, CCly , acetaminofeno e outros. Isso é confirmado pelo fato de
se observar um efeito hepatoprotetor quando os animais sdo tratados com cloreto de
gadolinium ou sulfato de dextrana, os quais bloqueiam as fungdes das células de Kupffer
(LASKIN, 1990).

Morfologicamente, a lesfio hepatica pode manifestar-se de diferentes formas: através
do acumulo de lipidios dentro dos hepatdcitos (esteatose), aparecimento de processos
degenerativos levando a morte celular (necrose) e diminuigdo ou cessagéio do fluxo biliar
{colestase).

Assim, as lesdes hepaticas podem levar a alteragles estruturais, funcionais e
bioquimicas que, convencionalmente, podem ser avaliadas pelo uso de testes que refletem
sua: a) estrutura (celular); b) atividade de sintese (albumina, bilirrubina e tempo de
protrombina);, ¢} atividade excretoria/secretoria, determinagfio do fluxo biliar, excregdo
hepatica, medidas do conteiido hepatico de lipides e da permeabilidade celular, através das
enzimas liberadas no plasma como fosfatase alcalina (AP), 5’-nucleotidase (5°-NT), y-
glutamil transferase (gama-GT), aspartato amino transferase (AST), alanina amino
transferase (ALT), lactato desidrogenase (LDH), ornitina carbamil transferase (OCT), e
sorbitol desidrogenase (SDH). Essas enzimas sfo liberadas devido a lesio e aumento da

permeabilidade celular.

1.3. PLANTAS MEDICINAIS
a. Maldria, Plantas Medicinais e Citotoxicidade

O uso de plantas medicinais muitas vezes representa o Unico recurse terapéutico para
determinadas populagdes. Tem sido descrito que as plantas séo importantes fontes de drogas

para o tratamento da maldria e das febres a ela associada (KIRBY et al, 1993)
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LIKHITWITAYAWUID et al., 1993). A quinina, o antimalarico mais usado a dezenas de
anos, ¢ um produto de origem vegetal obtido a partir de uma espécie do género Cinchona
(GOODMAN, 1996). A artemisinina obtida da Artemisia annua, uma planta da medicina
tradicional chinesa, ¢ o mais novo antimalarico usado no tratamento de cepas resistentes a
quinina (DEWICK, 1989). Assim, muitas espécies tradicionalmente empregadas com esta
finalidade merecem um exame cuidadoso usando métodos cientificos modernos (WRIGHT et
al., 1990; PHILLIPSON et al., 1991).

Os hepatoprotetores de origem vegetal mais estudados cientificamente sdo os
flavondides. Do ponto de vista farmacologico e clinico, as substéncias mais estudadas sio os
flavonoides silimarina e silibina da Silybum marianum (WAGNER, 1981).

A avaliagfo da atividade biologica de compostos obtidos de plantas medicinais deve
incluir, além dos testes farmacolégicos, um estudo referente & toxicologia dos compostos. O
modelo de cultura celular vem ganhando espago em estudo de toxicologia, principalmente
pela redugiio do nimero de animais utilizados e por serem testes altamente sensiveis (RENZI,
1993). Mais recentemente, observou-se que € possivel estabelecer relagdes entre a
citotoxicidade e a toxicidade aguda oral ou DLsy (CLEMEDSON et al., 1996). Além disso, a
cultura celular permite o estudo do mecanismo de agfio de drogas (BRUNER et al., 1996).

Os testes de citotoxicidade de um composto incluem a avaliagio de miltiplos alvos
celulares, (PHILLIPS, 1996) assim como a utilizagfio de células que possuem capacidades
distintas de metabolizacfio de xenobidticos (PONSODA, 1995). Para os testes de
citotoxicidade, diferentes tipos de células podem ser empregados. A linhagem V79 de
fibroblastos é comumente utilizada com vantagens (CLEMEDSON et al., 1996).

As células V79 sdo clones de fibroblastos do pulmio do hamster chinés selecionados
apos modificagiio genética introduzida por SV40, ou virus do sarcoma 40 (FRESHNEY,

1994). Como todos os fibroblastos, esta linhagem ¢ dependente de ancoragem e possui um

11



tempo de duplicagdo de aproximadamente 14 horas (CINGI et al., 1991). Outra caracteristica
importante dessas células é que elas apresentam um genoma diploide e estivel
(CERNAKOVA et al., 1993).

As células V79 oferecem bons resultados nos testes de citotoxicidade quando os
efeitos toxicos observados sio provocados diretamente pela droga em estudo e ndo por seus
metabolitos. Isto se deve ao fato de que os microssomas dessas células nfio possuem
expressdo do citocromo P-450, sistema responsavel pela metabolizagio de drogas (FENTEN
et al, 1992; FRY et al., 1993). Por este motivo, os ensaios de citotoxicidade empregando
células V79 representam um modelo para avaliar efeitos citotdxicos inespecificos devido a
agOes diretas das drogas sobre as células (CLEMEDSON et al.,1996).

Quando se deseja estudar efeitos citotéxicos mais especificos induzidos pela
metabolizagdo de drogas sdo utilizadas culturas de hepatdcitos (PONSODA et al., 1995). A
cultura de células hepaticas mais empregada na atualidade € a cultura primaria de hepatocitos
humanos ou de rato, por apresentar methor correlagio com os dados da toxicidade in vivo
(CLEMEDSON et al., 1996).

Os hepatécitos sdo células dependentes de ancoragem que nio proliferam em cultura
primaria (FRY & HAMMOND, 1993) e, normalmente, apresentam um ou dois niicleos
(BERTHIAUME et al., 1996). A cultura primaria de hepatdcitos deve ser utilizada levando-
se em conta que, apos isolamento, as células comegam a perder rapidamente sua capacidade
de diferenciar-se e, apds um certo periodo, suas fungSes tornam-se alteradas. Foi estabelecido
que, 48 horas apds o isolamento, os hepatocitos humanos e de ratos perdem 85% do valor
inicial do citocromo P-450, sendo que as diferentes isoformas deste citocromo tém
decréscimos individuais varidveis (HAMMOND & FRY, 1996).

Os testes de citotoxicidade podem ser classificados em quatro categorias dependendo

do alvo celular avaliado. A primeira pertence aos ensaios que avaliam alteracdes da
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permeabilidade da membrana celular; neste grupo se enquadram os testes de incluséo e
exclusio de corantes, os de liberacdio intracelular de substincias exogenas ¢ de substdncias
enddgenas como a enzima lactato desidrogenase. A segunda categoria reline os testes que
avaliam funcGes metabolicas da célula; pertencem a esse grupo os ensaios que detectam
niveis celulares de ATP, ADP, AMP, DNA e proteinas, assim como 0s que determinam os
gradientes de fons e aminoacidos, a atividlade da enzima mitocondrial succinato
desidrogenase ¢ a incorporagdo do corante vermelho neutro pelos lisossomos. Na terceira
categoria estdo agrupados os ensaios que avaliam alteragdes morfologicas das células, como
a formacio de vesiculas da membrana celular, mudangas no volume da célula ¢ modificagBes
do citoesqueleto. No quarto e ltimo grupo encontram-se os testes que avaliam os efeitos das
drogas sobre a reproducio celular; neles estdo incluidos os ensaios de formagdo de coldnias e
de velocidade de crescimento (COOK & MITCHELL, 1989; FRESNEY, 1994),

Dentre os testes de citotoxicidade de utilizagio mais comum encontram-se o da
reducio do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2,5difeniltetrazolium) ou MTT que avalia a
atividade da enzima succinato desidrogenase e origina, como produto, o formazan, um
composto azul que ¢ soliivel em solventes orgénicos (MOSMAMM, 1983). Este ensaio
estima o mimero de células viaveis e mostra-se apropriado na avaliagdo dos efeitos
citotoxicos (CLEMEDSON et al., 1996).

Quando se trabalha com culturas de linhagens celulares que possuem genoma
homogéneo e estivel, como as células V79 que ¢é diploide (CERNAKOVA et al., 1993), ou
no caso de culturas estaticas (ndo proliferativas) de curta duragiio, como a cultura de
hepatocitos, mesmo que ndo sejam células de genoma homogéneo, o mimero de celulas apos
tratamento com a droga pode ser estimado a partir do contetido de DNA na cultura (CINGI et

al., 1991). Este tipo de ensaio compreende um modo adicional de estimar a citotoxicidade.
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b. Croton cajucara e Maldria

A espécie C. cgucara Benth., pertencente 3 familia Euphorbiaceae, vem sendo
popularmente comercializada no "Ver o Peso", de Belém do Par4 para o tratamento de variados
sinais e sintomas da malaria e ¢ conhecida com o nome de sacaca, que significa “feitico”
(SIMOES, 1986).

A C. cajucara ou sacaca ¢ uma planta tipicamente brasileira, endémica da regido
Amazbnica, sendo citada como espécie medicinal no Acre ¢ Amazonas (DI STASI et
al.,1989). O cha da casca de sacaca é tido como auxiliar no tratamento de malaria e também
contra diabetes, inflamag8o do figado, vesiculas e rins, e para baixar os niveis de colesterol
(VAN DER BERG, 1982). O cha das folhas € utilizado pelos indios Tenharins (Humait4 -
AM) contra dores de estdmago, febres, ictericia e malaria. A hepatite é tratada incluindo-se
as folhas de meldo-de-Sdo-Castano ou Mormodica charantia L., no preparo do chi (DI
STASI et al., 1989).

A sacaca ¢ um arbusto grande que pode alcangar até 6 metros de altura com folhas
pecioladas, biglandulosas, estipuladas, lanceoladas, longo-agudissimo-acuminadas, perinervadas,
verdes ou pardacentas, com até 14 cm de comprimento (figuras 1 € 2 ). As flores sfio dispostas em
racemos terminais de 6 a 9 cm de comprimento ¢ os frutos sfo tri-loculares (PIO CORREA, 1984).

Uma revisiio bibliografica do género Croton mostrou que de outra espécie, a C.
sublyratus, foram isoladas diterpenolactonas denominadas de plaunocl A, B, C, D ¢ E muito
semelhantes a trans-desidrocrotonina (DHC) isolada das cascas de C. cajucara as quais
foram patenteadas para atividade antitilcera (KITAZAWA et al., 1980). O problema relativo
a nfo utilizagdio das substdncias descritas ¢ patenteadas pelo grupo de Kitazawa e
colaboradores, foi de que o rendimento obtido para as substincias ativas puras era de 1,5 -
4,5 g partindo-se de 85 Kg de material vegetal seco. Ja na espécie em estudo, sfo obtidas

entre 5 e 6 g de DHC para cada quilo de cascas do caule de C. cgjucara.
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Figura 2- As cascas do caule C. cajucara.



II. OBJETIVOS




Considerando que a sacaca ou Crofon cajucara Benth. ¢ utilizada popularmente
em “inflamag@es do figado”, hepatite, febres, ictericia e malaria e que o seu uso popular
parece estar mais associado aos sinais e sintomas produzidos pela infeccdo malarica do
que propriamente sobre o parasita em si, foram objetivos deste trabalho:

e investigar as agSes farmacoldgicas do infuso, do dleo e DHC, sobre o processo
inflamatorio, uma vez que células e mediadores inflamatérios estdo envolvidos na
infecclio malérica, utilizando modelos classicos de inflamagdo como granuloma
cotton pellet, o edema de pata induzido pela carragenina e estudo do exsudato
peritoneal,

e avaliar se as substincias em estudo sdo capazes de proteger o figado em testes /n vifro
utilizando células integras ¢ lesadas € em estudos in vive,

e investigar o efeito das substdncias presentes na Crofon cajucara sobre o agente

etiolégico da malaria, os protozoérios do género Plasmodium.
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HI. METODOLOGIA




3.1. ANIMAIS

Ratos e camundongos foram fornecidos pelo Centro Multidisciplinar de
Bioterismo da UNICAMP (CEMIB) e mantidos em condi¢hes controladas de
temperatura (21 z 1°C), umidade (55 + 5%), luminosidade (ciclos de claro-escuro de
12 horas) e recebendo agua e ragio (Nuvilab®) ad hbitum. Foram utilizados ratos
Wistar machos, com peso corporal variando entre 120 a 250 g, aclimatados
previamente as condigBes do laboratério por 7 dias. Os animais foram reunidos ao
acaso, em grupos de 5 a4 7, submetidos a jejum, dependendo do experimento.
Camundongos Balb/c e Swiss também foram utilizados com o peso corporal vartando
entre 25 a 30g e mantidos em nosso biotério sob as mesmas condigSes.

Foram utilizadas aves (pintos hibridos de corte) Gallus gallus domesticus de
até duas semanas de idade, adquiridas em granjas ou estoque comerciais. As aves
foram mantidas em gaiolas metalicas limpas diariamente e providas de ragéio (Cargil
Agricola 8.A.) e agua ad libitum. O aquecimento das aves foi feito através de lampada

elétrica de 60 volts acoplada a gaiola.

3.2. OBTENCAO DO MATERIAL VEGETAL
a. Cascas da Planta

As cascas de sacaca ou Croton cajucara foram obtidas a partir de uma coleta
realizada pelo Prof. Dr. Domingos S. Nunes, em uma plantagio experimental, na
localidade de Benfica, proxima & Belém, Para, Brasil. Um “voucher” florido da
espécie, numero 247, foi identificado pelo Sr. Nelson A. Rosa e depositado no
herbéario do Museu Paraense Emilio Goeld: - Belém.

Todos os estudos foram realizados comparando-se a forma de utilizagdo

popular da C. cajucara (infuso a 5%), o dleo essencial € a DHC isolada, sempre que
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possivel. Isto se deve ao fato de que a populagdo utiliza as cascas na forma de cha que
contém, em sua composigao, tanto DHC quanto 6leo essencial. Todos os componentes
do-cha preparados na forma de infuso, bem como a composi¢io do dieo, foram

quantificados por cromatografia gasosa mediante utilizagio de padrdes analiticos.

b. Isolamento da DHC

~ As cascas secas do caule da espécie Croton cajucara foram extraidas a quente,
em soxhlet, por 12 horas com uma solugio de agua e etanol 3:7, originando o extrato
hidroalcodlico bruto a 70% (EHB). O EHB de C. cajucara foi seco e submetido a
fracionamento por cromatografia de coluna e submetido 2 posterior isolamento de
substincias, que seguiu 0s processos fitoquimicos habituais. A substincia majoritaria
obtida foi cristalizada trés vezes com isopropanol obtendo ao final, cristais de
coloragdo branca, com 98% de pureza. A substdncia foi_ identificada, por métodos
espectroscopicos (RMN, IV e massa), como trans-desidrocrotonina, uma
sesquiterpenolactona que foi codificada como DHC (ﬁgura 3). O rendimento final do

processo de obteng@io de DHC a partir das cascas foi de 0,5%, (KUBO et al,, 1991).

Figura 3 - Estrutura quimica espacial da DHC
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c. Infuso

O infuso das cascas de C. cajucara foi preparado imediatamente antes da sua
utilizagdo em cada ensaio experimental, Para a sele¢do da concentragéio utilizada nos
experimentos foi considerado a forma pela qual a populagdo utiliza o cha das cascas.
As 5 g do po finamente triturado das cascas de sacaca foram adicionados 95 ml de
agua fervente e mantidos em recipiente fechado. Apds 30 min o infuso foi filtrado em
tecido de nylon e a solug@o obtida foi administrada em dose-volume final equivalente
a 10 ml/kg. A andlise da composi¢io do infuso pode ser observada no registro

cromatografico de RMN C'* (anexo 1).

d. Oleo essencial

A extragio do dleo da sacaca foi feita por arraste a vapor d” agua a partir das
cascas frescas. O dleo essencial obtido apresentou odor agradavel, doce, madeiroso,
com coloragdo levemente amarelada, cujo rendimento final foi de 1%, o qual é
compativel com trabalhos previamente realizados (ARAUJO et al., 1971). Através de
técnicas de CG/EM, *C ¢ RMN foi possivel caracterizar alguns dos principais
constituintes do oOleo tais como: a-pineno, canfeno, linalol, Z-cariofileno, calareno,
germacreno, entre outros. Porém, dois constituintes, o ®-copaeno (21%) e o cipereno
(29%) se destacaram quantitativamente na analise ¢ foram caracterizados como os
constituintes majoritirios do Oleo essencial. Estudos mais aprofundados acerca de sua

composicio estdo em desenvolvimento (NUNES, in press ).
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3.3. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS
3.3.1. Modelos de Inflamacio
a. Granuloma Cotton Pellet

O método do granuloma cotton pellet desenvolvido por SWINGLE &
SHIDEMAN, (1972) foi realizado utilizando ratos albinos Wistar machos, com peso
corporal variando entre 200 a 250g. Foram separados, ao acaso, em grupos de 7
animais, submetidos a jejum de 12 horas antes do inicio do ensaio. Neste experimento,
as doses utilizadas de DHC, 6leo ou infuso foram determinadas a partir da DLsp de
cada substincia e de resultados obtidos pelo nosso grupo quando investigada a
atividade antiulcerdgenica dessas substincias (SOUZA BRITO et al, 1998;
HIRUMA-LIMA et al., 1999). Estes animais foram tratados oralmente, por gavage,
com diclofenaco sodico (Voltaren®; Geigy) na dose de Smg/Kg (controle positivo);
veiculo utilizado para dissclugio de todas as amostras (tween 80 a 12%) no volume
final de 10ml/kg (controle negativo), infuso a 5% na dose-volume de 10 ml/Kg , dleo
essencial e DHC na dose de 100 mg/Kg .

Decorridos trinta min, os animais foram anestesiados com uma mistura do pré-
anestésico: solu¢do aquosa a 2% de cloridrato de 2-(2,6-xilidino)-5,6-dihidro-4H-1,3-
tiazina (Rompun®; Bayer) na dose de 0,01mg/Kg e cloridrato de ketamina (vetanarcol;
Konig®) na dose de 50 mg/Kg e submetidos 4 adrenalectomia. Imediatamente apos a
cirurgia, foi implantado no dorso de todos os animais, subcutaneamente, um pellet de
fio de algodio de aproximadamente 20-30 mg ({controle do peso do pellet)
previamente esterilizado em calor imido (autoclave, 20-30 min a 121°C).

O pellet foi retirado 6 dias apos a implantag@o. Durante este periodo, todos os
grupos de animais receberam diariamente administragdes das mesmas substinctas

citadas anteriormente. Um dia apés o Gltimo tratamento, o pellet foi retirado, seco a
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70°C por 18 horas e finalmente ento, seu peso seco determinado. Deste valor foi
subtraido o peso inicial do pellet e o valor obtido foi considerado como relativo & fase
proliferativa (celular) da resposta inflamatéria. Os resultados foram expressos como

média + e.p.m. do aumento do peso do pellet.

b. Edema de Pata Induzido por Carragenina

Foram utilizados camundongos Swiss machos, com peso corporal vartando
entre 25 a 30 g, submetidos a jejum prévio de 12 horas, separados em grupos de 7
animais cada, por tratamento. Os grupos foram tratados com indometacina (Sigma) na
dose de 20 mg/Kg, s.c. (controle positivo) e oralmente por gavage com Tween 80 a
12% no volume de 10 ml/Kg (controle negativo), com DHC e dleo essencial na dose
de 100 mg/Kg, e infuso a 5% no volume de 10 ml/Kg. Os tratamentos foram feitos 30
min antes da injecdo subcutdnea de 300 ul de solugdo de carragenina & 1% na regifio
subplantar da pata posterior direita e 300 ul de solugdo fisiologica na pata posterior
esquerda. Apéds 4 horas, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e
tiveram suas patas posteriores amputadas na articulagfio tibio-tarsica (LEVY, 1969).
Cada uma das patas foi pesada separadamente e a diferenga de peso entre elas foi
considerada como o edema produzido pela carragenina. Os valores obtidos foram
apresentados como porcentagem de inibigdo da resposta edematogénica, Como apenas
o Oleo essencial apresentou efeito antiedematogénico significativo, foi realizada uma
curva dose-resposta do mesmo.

Os grupos foram tratados com indometacina na dose de 20 mg/Kg (controle
positivo), preparada em bicarbonato de sddio 5%, administrada por via s.c, com
veiculo (controle negativo) e com o 6leo essencial nas doses de 50, 100 e 200 mg/Kg.

Seguiu-se entdo 0 mesmo protocolo descrito para o experimento inicial.
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¢. Migragdo de Neutrdfilos para a Cavidade Perifoneal

A metodologia para padronizar a técnica foi descrita por POPPER &
WATNICK (1974) com algumas modificagSes. Camundongos albinos Balb/c machos,
com peso corporal variando entre 25 a 30g, foram separados aleatoriamente em
grupos de 5 animais, submetidos a jejum prévio de 12 horas. Os animais foram
tratados intraperitonealmente com lipopolissacarideo (LPS, Sigma) na dose de 0,1
ml/cavidade peritoneal na concentragio de 2000 ng/ml (controle positivo), com o
veiculo utilizado para a dissolugiio do LPS, solugio de fosfato de sodto tamponada
(PBS) no volume de 0,1 ml/cavidade (controle negativo) ¢ foram tratados (p.o.) trinta
min antes da administragio de LPS e do PBS. Os animais receberam infuso (10
ml/Kg), 6leo essencial (100 mg/Kg), DHC (100 mg/Kg), ou Tween (controle
negativo) pela via oral. Indometacina (20 mg/Kg diluida em solugéo de bicarbonato de
sédio 5%; s.c) e glicocorticoide (fosfato dissédico de dexametasona- Decadron®
0,5mg/Kg; s.c) foram usados como controle positivo. Com excecdio dos demais, a
dexametasona foi administrada 1 hora antes do estimulo. Os animais foram inoculados
e aguardaram 6 horas antes da coleta do lavado peritoneal. Sob efeito da anestesia
com éter, uma incisdo foi feita na pele do abdomem do animal, onde foi administrado
lentamente 3 ml de meio RPMI (meio de inositol, ribose e fosfato). O abdomem do
animal foi massageado por aproximadamente 2 min para formar um homogenato de
células peritoneais. Imediatamente apos este procedimento foi coletada a maior
quantidade possivel do lavado peritoneal, o qual foi depositado em frascos imersos em
gelo, mantendo assim a viabilidade celular. Foi retirada uma aliquota deste
concentrado celular e foi feita uma dilui¢do de 1/20 com solucgéio de Turk (3 ml de

acido acético glacial-Merck- em 0,1 ml de solugdo de cristal violeta a 1%-Merck em
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96 ml de 4gua destilada). A contagem de leucdcitos foi realizada em cimara de
Neubauer.

A seguir, o lavado peritoneal foi processado em citocentrifuga no volume de
65ul a 1250 rpm/7 min, para obter-se o material a ser empregado na preparagéo das
laminas para a contagem qualitativa dos leucocitos. As lAminas secas foram
posteriormente coradas com Giemsa, com tempo de 10 min de fixagio e de coloragdo.
Em microscdpio dptico foi feita a contagem diferencial dos leucocitos em 100 células,

em objetiva de imersdo e os resultados expressos em namero de células/ml.

3.3.2. Ensaios Toxicoléogicos In Vitro
a. Cultura de fibroblastos — Células V79

Foram utilizados clones de células V79 de fibroblastos de pulmdo de hamster
chinés provenientes de uma linhagem do laboratério do Prof. Rogérioc Meneghini,
Instituto de Quimica, USP, SP.

As células foram cultivadas em meio DMEM (meio Eagle modificado por
Dulbecco) suplementado com soro fetal bovino (SFB) a 10%, penicilina (100 U/ml) e
estreptomicina (100 ug/ml), (todos da Nutricell - Campinas, SP). A incubagdo das
células foi sempre realizada em estufa de cultura (Forma Scientific, Inc, modelo
3158) a 37°C, sob atmosfera umida contendo 5% de CO;, até atingirem o estado de
semiconfluéncia (metade da area disponivel preenchida).

Os fibroblastos foram mantidos em cultura continua, através de repiques
periodicos quando atingiam densidade de confluéncia. As células foram descoladas
usando solugdio de tripsina-EDTA (tripsina — Sigma 1:250), a tripsina foi preparada a

0,1% e 0 EDTA a 0,016% todos em solugdo PBS sem calcio e magnesio.
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A composigdo da solugdo usada de PBS sem célcio e sem magnésio em mM
foi de: (136,9 de NaCl; 2,68 de KCl; 6,4 de Na;HPQ, ¢ 1,46 KH,PQ4) pH 7.2.

Todos os experimentos de citotoxicidade com células V79 foram realizados
antes das células atingirem a passagem de nimero 60. As células V79 foram
plaqueadas na densidade de 3.10* células/pogo em placas de cultura de 24 pocinhos
(Corning, N° 25820-24) e cultivadas em estufa nas condigdes descritas anteriormente.
Apds atingirem o estagio de semi-confluéncia (48 horas) as células foram tratadas,
durante 24 horas, em quadruplicata com diferentes concentragdes de DHC, dleo
essencial e infuso da C. cajucara dissolvidos em meio DMEM contendo 10% de SFB
e 1% metanol, previamente esterilizado por filtragdo em membrana de poro 0.22 pum
(Millipore). Estudos prévios tem demonstrado que o metanol 1% ndo interfere na

viabilidade celular (BOREFREUND & PUERNER, et al., 1984),

3.3.3. Cultura Primaria de Hepatocitos

Os hepatdcitos utilizados nestes experimentos foram obtidos do figado de ratos
Wistar machos pesando entre 200-250 g.

Para o isolamento das células hepaticas utilizou-se a técnica da perfusio do
figado, em duas etapas, com colagenase como descrito por SEGLEN (1976) e
modificado por GUGUEN-GUILLOUZO & GUILLOUZOQO (1986). Os animais foram
anestesiados com éter e imediatamente a pele foi lavada com solugdo de etanol 70%.
Em seguida, foi realizada uma incis&o na pele do animal desde a porcao inferior do
abdome até a base do pescogo. Apos identificar e isolar a veia jugular, uma dose
intravenosa de 100 UL/100g de peso corporal de heparina de sodio (Liquemine,
Roche) foi administrada. Rapidamente, a parede muscular do abdome foi aberta ¢ a

veia porta hepatica isolada.
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A veia porta foi canulada, ¢ os demais vasos sanguineos foram seccionados
(artérias e veias hepéticas), iniciando rapidamente, a perfusdo in situ do figado com
500 ml de uma solugdo tampdo pH 7.65 & 37°C de Hepes sem calcio (composi¢do em
mM: 160.8 de NaCl; 0.7 de Na,PO4 12H,0; 20 de Hepes). A velocidade de fluxo foi
fixada em 25 ml/min utilizando-se uma bomba peristaltica (Cole-Parmer, modelo
Masterflex 7518-10). Todo o procedimento cirirgico foi realizado em condigBes
estéreis. Apos 20 min a solugdo foi substituida por 300 ml de uma solugio de tampéo
Hepes, pH 7.65, contendo 25 mg/100ml! de colagenase (Tipo IV, Sigma) e CaCls 5,1
mM e a velocidade do fluxo fixada em 15 ml/min

Apds a perfusio, o figado foi retirado e levado para o fluxo laminar, onde
rapidamente foi picotado varias vezes e suspenso em meio Leibovitz (L-15 - Nutricell)
sem soro. Apds breve homogeneizagfio, a suspensdo de figado foi filtrada em gaze
estéril e deixada em repouso por 20 min Fot descartada a metade do volume e o
sedimento foi centrifugado 3 vezes sucessivas a 700 r.p.m. por 45 segundos, trocando
o meio a cada centrifugacdo para lavar e eliminar a colagenase das células. A
viabilidade dos hepatdcitos, apos o isolamento, foi avaliada pelo método de exclus3o
Azul Trypan, sendo utilizada somente quando o rendimento final era superior aos 90%
de viabilidade.

Para o plaqueamento dos hepatécitos foi seguido o seguinte protocolo: as
células foram semeadas em placas de cultura de 24 pogos em densidade de 3.10°
células/pogo/ml de meio Ham-F12. O meio foi suplementado com soro fetal bovino
SFB (10%), albumina de soro bovino (0,2% Fragio V, Sigma), insulina bovina (0,1
Ul/ml), dexametasona (I puM), penicilina (50 Ul/ml), estreptomicina (50 ug/ml),
incubado em estufa de cultura a 37°C, em atmosfera umida contendo 5% de CQO;

(JOVER et al.,1992).
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Quatro horas apds o plaqueamento, tempo necessario para a aderéncia das
células, o meio foi trocado para remogfio das células ndio aderidas. Foi adicionado
entdo meio sem soro contendo diferentes concentrages de DHC, Oleo essencial, e
infuso de Croton cajucara. As células foram tratadas durante 20 horas e cada
concentragdo dos compostos foi testada em quadruplicata. O experimento foi repetido
duas a trés vezes usando hepatocitos isolados de animais diferentes.

Os estudos de citotoxicidade foram realizados dentro de 24 horas apdés o
isolamento para reduzir a influéncia de alteragBes funcionais que sofrem os

hepatdcitos em cultura primaria (GUGUEN-GUILLOUZO et al., 1988, HAMMOND
& Fry, 1996). As concentragdes utilizadas de cada material, em mg ou uM por ml de

meio, estdo descritas na parte de resultados, nos graficos correspondentes.

a. Redugdo do brometo de 3-4,5-dimetiltiazol-2-il)-2, 5-difeniltetrazolium (MTT)

O ensaio de redugiio do MTT foi realizado de acordo com DENIZOT &
LANG (1986). Apos tratamento, as células foram lavadas com uma soligio PBS &
37°C e tncubadas com 1 ml de meio sem soro contendo MTT (0,5 mg/ml/pogo). Apds
4 horas de incubacdo o sobrenadante foi retirado e foi colocado 1 ml de etanol em
cada pogo para dissolver o formazan formado. Apds 15 min de agitag#o, foi registrada
a absorvéncia da solugdo de etanol em um espectrofotémetro (Beckman Du 640 B) a
570nm. Este procedimento foi utilizado para avaliar a viabilidade de hepatécitos e de

células V79.
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b. Contesido de DNA

A viabilidade celular foi avaliada & partir do nimero de células nos pocinhos
tratados e no controle foi estimado a partir do contedo de DNA (CINGI et al,, 1991).
Apods o tratamento, as células foram lavadas duas vezes com PBS-Ca’* gelado e
fixadas durante 3 min com Iml de solu¢do aquosa a 5% de 4cido tricloroacético
(TCA) por pogo. O TCA foi descartado e adicionado 1 ml de etanol gelado por pocgo.
O etanotl foi deixado durante 5 min para lavagem e descarte dos nucleotideos solaveis.
Finalmente, as células foram dissolvidas com 1ml de solugio 0,5M de NaOH por
pogo, durante 1 hora 4 37°C e a absorvancia obtida em espectrofotémetro a 260nm. A
absorvincia a 260 nm da fragio de NaOH foi utilizada como indice do nimero de

células (BIANCHI & FORTUNATI, 1990).

c. Preparo das substdncias para tratamento

O infuso obtido, na concentragdo de 5% como descrito anteriormente, foi
utilizado no preparo do meio DMEN ou Ham-F12 com o antibidtico, Diferentes
dilui¢des dessa solugio foram usadas no ensaio.

O dleo, foi primeiramente dissolvido em metanol 1% e a seguir em meio de
cultura DMEN ou Ham-F12. Ao controle foi adicionado a mesma concentragio de
metanol.

O experimento com DHC foi realizado utilizando-se diferentes concentragdes

da substincia dissolvidas em metanol a 1% e em meio DMEN ou HAM-F12.

d. Estudo do efeito hepatoprotetor do 6leo essencial
As culturas de hepatdcitos foram preparadas como descrito anteriormente. As

células foram primeiramente tratadas com oleo essencial derivado de sacaca e
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posteriormente lesadas com cumarina (Sigma), um agente toxico para células
hepaticas (FENTEM et al., 1992). Quatro horas apds o isolamento, os hepatdceitos
foram tratados com o agente supostamente hepatoprotetor que permaneceu na cultura
durante !4 horas. Apds esse tempo o meio contendo o agente hepatoprotetor foi
retirado e foram realizados diferentes tipos de tratamento: 1) meio contendo metanol
1%, veiculo utilizado para diluigio do o6leo; 2) meio contendo cumarina, 3) meio
contendo o agente supostamente hepatoprotetor mais a cumarina. A concentra¢io do

oleo utilizada foi 50pg/ml, enquanto que a de cumarina foi 600 M.

3.3.4. Modelos de Lesio Hepatica
a. Hepatite induzida pela d-galactosamina

A metodologia seguida foi aquela descrita por DUMONT et al. (1987). Foram
utilizados ratos Wistar albinos machos que foram separados em grupos de 5 cada. Os
grupos foram tratados com infuso a 5% (10 ml/Kg), éleo essencial (100 mg/Kg), DHC
(100 mg/Kg), Tween 80 a 12% e salina (10 ml/Kg), os dois ultimos utilizados como
grupos controle. Todos os animais receberam por via i.p. uma solugdo neutra de
cloridrato de galactosamina (Sigma) na dose de 500 mg/Kg, além de um grupo de
animais que recebeu somente salina, i.p., no intuito de verificar o efeito produzido
pela galactosamina.

Para determinagio das transaminases foram coletadas amostras de sangue, por
pungio do plexo retro-orbital, de todos os animais no tempo 0 (antes da administragio
das substancias supostamente hepatoprotetoras). Apos 6 horas da administrag@o desses
compostos 0s animais receberam, concomitantemente, o agente hepatotéxico e as
substdncias hepatoprotetoras. Para dar continuidade a determinagio dos componentes

soroldgicos (transaminases) foram realizadas novas coletas de sangue as 12 e 24
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horas ap6s a administragio da galactosamina. Em seguida, os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical e o figado foi retirado para ser processado e
analisado microscopicamente, uma outra parte do figado foi retirada para fazer a

dosagem do glicogénio hepatico, descritos no item d.

b. Dosagem das transaminases

O sangue foi retirado, sem anticoagulante, por pungdo do plexo retro-orbital,
como descrito por KRAUS (1980). As amostras de sangue foram deixadas em
temperatura ambiente por 2 horas para ocorrer o processo de coagulagio. Logo apos,
as amostras foram centrifugadas a 4000 r.p.m., durante 5 min, para separar o soro dos
outros componentes sangiiineos. O soro foi utilizado para determinagdo dos niveis de
transaminases glutamo-pirvica (GTP/ALT), glutamo-oxalacética (GOT/AST) e
gama-glutamil-transferase (y-GT). Essas dosagens foram realizadas empregando um
analisador bioquimico automético-colorimétrico RA1000 da Technicon, (Laboratorio-

Prev Lab, Campinas, SP), utilizando kits da Laborlab.

¢. Andlise microscopica

Imediatamente apos o sacrificio dos animais foram coletadas amostras de
figado, Essas amostras foram fixadas em Bouin, por 24 horas, sendo a seguir
desidratadas em série alcodlica etilica crescente, diafanizadas em xilol e
posteriormente incluidas em parafina e preparadas para a microtomia. Os cortes, com
6 wm de espessura, foram desparafinizados e reidratados utilizando-se série alcdolica
etilica decrescente. A seguir, as amostras foram submetidas a coloragdo com eosina-
hematoxilina para posterior analise morfolégica dos hepatécitos (YOSHITAKE et al.,

1991).
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d. Dosagem de glicogénio

Inicialmente foi feita uma solugdio mae de glicose (20 mg de glicose
dissolvidas em 10 ml de agua destilada). Desta solugdo, aliquotas de 25, 50, 100 ¢ 150
ul foram adicionadas a tubos contendo 5 ml de agua destilada para se obter as
solu¢cBes padrdo nos seguintes pontos: 10, 20, 40, e 60 ng/ml. Nessa curva foram
adicionados fenol e acido sulfirico para que a mesma pudesse ser utilizada como
curva padrdo do ensaio.

Imediatamente ap6s o sacrificio dos animais amostras de figado (500 mg)
foram coletadas e processadas. Os tecidos coletados foram digeridas em KOH 30% &
quente e o glicogénio precipitado a partir da passagem por etanol. Entre duas etapas
de precipitagio a amostra foi centrifugada a 3000 r.p.m. durante 15 min O glicogénio
obtido foi submetido a hidrélise acida na presenga de fenol de acordo com o método
de LO (1970). A concentragfio de glicogénio (mg x 100 mg™' de peso umido) foi

determinada pela leitura da absorvéincia a 490 nm em espectrofotdmetro.

3.3.5. Modelos de Malaria

Os camundongos foram inoculados por via ip. com 1x10° hemicias
parasitadas com Plasmodium berghei e P. yoelli em um volume final de 0.2 ml/animal
e as aves, por via i.m., com 1x10° hemacias parasitadas com P. gallinaceum. A
parasitemia dos camundongos foi acompanhada em dias alternados a partir do 4° dia
apos a inoculagdo sendo, portanto, analisada no 4°, 7° e 9° dia apés a infecgdio. A
infectividade foi avaliada através dos seguintes pardmetros:
1) periodo pré-patente da infecgdio que corresponde ao nimero de dias decorridos

entre a inoculagéo e o aparecimento de parasitas nas hemacias,

2) e aporcentagem de infecgdo dos camundongos em diferentes grupos inoculados.
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Trés esquemas de tratamento foram realizados: Grupo (A) animais que
receberam infuso 5% (10 ml/Kg), 6leo essencial e DHC (100 mg/Kg), durante trés
dias antes da inoculacdo do Plasmodium. Grupo (B) animais que receberam o mesmo
tratamento descrito acima e mais quatro dias apos a inoculagéio do plasmédio. Grupo
(C) animais que receberam as drogas em estudo no dia da infecgfio e o tratamento
continuou por mais 3 dias. Além disto, utilizou-se um grupo onde a agua dos
camundongos foi substituido por infuso, preparado a 5%. O experimento foi
acompanhado por um grupo controle, negative (Tween 80 a 12%) e um controle
positivo, cloroquina (100 mg/Kg; Difosfato de cloroquina, Kinder ® -S.A.). Todas as

amostras foram administradas por via oral.

a. Padronizacdo do indculo de formas sangiiineas

Para padronizar o inoculo foi primeiramente determinada a parasitemia das
aves e camundongos em esfregagos sanguineos. O animal que apresentava 10% ou
mais heméacias parasitadas foi selecionado e, posteriormente, sangrado pela asa ¢ pela
cauda, na ave e camundongo, respectivamente. O sangue foi coletado com
anticoagulante (200 pl de citrato de sddio). O mimero de hemacias por ml de sangue

foi determinado através de contagem em cimara de Neubauer apds diluigio (50 X).

b. Preparacdo, Coloracdo e exame de esfregacos sangiiineos

O sangue retirado com agulha hipodérmica, das veias da perna de aves
inoculadas com P. gallinaceum ou da cauda de camundongos inoculados com P.
berghei serviram para a prepararagfio dos esfregagos. Os esfregacos de camundongos
foram confeccionados & partir do 4°dia apds a infecgio e os de aves foram realizados

no 11° dia apds infeccdo. Foram entdo deixados 2 temperatura ambiente. A fixacéo foi
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feita com alcool metilico por 1-2 min, € os esfregacos foram corados, por 15 min, com
solugio de Giemsa. Apods esse tempo as ldminas foram lavadas em 4gua corrente,
secas em temperatura ambiente e posteriormente, foram examinadas ac microscépio
optico com objetiva de imersdio (1000X). A parasitemia foi determinada através da
contagem do nimero de heméacias infectadas em 3000 células. Essa avaliagdo ¢ feita
pela estimativa do nimero de hemacias dism'buidas. de forma homogénea por campo
microscopico e a partir dessa area, calculado o numero de parasitas encontrados em
campos sucessivos contados. Os resultados foram expressos em percentagem de

hemacias parasitadas (CARVALHO et al., 1992).

3.3.6. Anilise Estatistica

Para andlise estatistica dos dados foi utilizada Analise de Varidncia (ANOVA)
de uma ou duas vias seguida de teste a posteriori de Dunnett, Newman-Keuls ou
Tukey-Kramer. Nos experimentos de malaria os dados em porcentagem foram
transformados em arcoseno para pertencer a uma curva normal. Os resultados foram

considerados significantes quando as diferengas foram obtidas com p < 0.05.
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1V. RESULTADOS




4.1. MODELOS DE INFLAMACAO
a. Granuloma Cotton Pellet

Neste ensaio foi avaliada a atividade antiinflamatoria do infuso, dleo essencial e
DHC, obtidas de Crofon cajucara sobre a fase proliferativa da resposta inflamatéria em
ratos. Os dados estfio sumariados na tabela 1 e comparam os resultados dos grupes controle

e tratados com as substéncias obtidas de C. cajucara e com o diclofenaco sédico.

Tabela 1: Efeito do DHC, oleo essencial e infuso de Crofon cajucara e do diclofenaco

sodico sobre a fase proliferativa do ensaio do granuloma cotfon pellet em ratos. Os

resultados estdio expressos como média + e.p.m.

Aumento do peso do pellet % de inibigio
Tratamentos Dose (mg/Kg) N (mg)
Controle 10 ml/kg 6 262+39 _
Diclofenaco 5 6 16,8 +£2,9* 357
Oleo 100 7 16,1 +2,8%* 38
DHC 100 6 18,5 + 0,6* 30
Infuso 5% 7 22,1+6,5 153

ANOVA: F27) = 5.099 p< 0,005. Teste de Dunnet* p< 0,01 **p< 0.001

Os resultados obtidos acima demonstram que tanto o oleo essencial, quanto a DHC
e o diclofenaco sddico inibiram significativamente a fase proliferativa da resposta ao

granuloma cotton pellet.
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b. Edema de pata induzido por carragenina

Neste ensaio foram avaliados os efeitos do 6leo essencial (100 mg/kg), DHC (100
mg/kg) e infuso a 5% (10 ml/kg), administrados p.o., sobre a resposta inflamatéria induzida
por carragenina no teste de edema de pata de camundongos. Os dados desse experimento
estdo demonstrados na tabela 2. Nesta tabela estdo expressos os valores de porcentagem de
inibigdo do edema e¢ o aumento do peso da pata (mg) obtidos para os grupos controle e
tratados com oleo, DHC e infuso. 86 a indometacina (controle positivo) e o dleo
apresentaram atividade anti-edematogénica estatisticamente significativa, 4 horas apos a

administragio da carragenina.

Tabela 2: Efeitos da DHC, éleo essencial, infuso da Croion cajucara e da indometacina no
edema de pata induzido por carragenina em camundongos. Os resultados estio

apresentados como média £ e.p.m.

Tratamentos Dose N Aumento do peso % de
(mg/Kg) da pata (mg) inibigéo
Controle . 6 7319 _
Indometacina 20 6 294 O** 60%
DHC 100 6 50£9 32%
Oleo 100 7 46 + 6* 37%
Infuso 5% 7 71 +£0,11 3%

ANOVA, F 27 = 4.04 p<0,05. Teste de Dunnett: *p<0,05, **p<0,01
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Em um outro experimento, usando o mesmo modelo de edema de pata em
camundongos induzido por carragenina, foram avaliados os efeitos do éleo essencial (curva
dose-efeito) administrados nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg, pela via p.o., sobre a resposta
inflamatoria. Os dados obtidos nesse experimento estio demonstrados na tabela 3. Nesta
tabela estdo expressos os valores de porcentagem de inibigdo do edema e o aumento do
peso da pata (mg) obtidos para os grupos controle e para aqueles tratados com dleo nas
diferentes doses. A indometacina (controle positivo) e as diferentes doses do 6leo essencial
apresentaram atividade anti-edematogénica 4 horas apds a administragio da carragenina
com diferengas estatisticamente significativas, sendo a dose do 6leo de 200 mg/Kg a mais
efetiva. As doses de 100 ¢ 200 mg/Kg embora efetivas nHo foram estatisticamente

diferentes entre si, mas ambas diferem da dose de 50 mg/kg.

Tabela 3. Efeitos de doses crescentes do 6leo essencial de Crofon cajucara e indometacina
sob o edema de pata induzido por carragenina em camundongos. Os resultados estio

apresentados como média + e.p.m.

Tratamento Dose N Aumento do peso da pata %
(mg/kg) (mg) inibi¢do
Controle - 11 74+ 8 _
Indometacina 20 14 24 + TH* 67.5
Oleo 50 24 49 5% 33.7
100 22 37 & 5%* 50
200 10 34 + g** 54

ANOVA Fey76 = 7,10 (p<0,05); Teste de Dunnett *p<0,005; ** p<0,001,
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c. Migracdo de Neutrdfilos para a Cavidade Peritoneal

Inicialmente foram determinados os valores basais (controle PBS) e aqueles obtidos
6 horas apés o estimulo quimiotaxico lipopolissacarideo (LPS) de trés tipos diferentes de
células: leucoeitos, neutrdfilos e macrofagos.

Neste ensaio foram avaliados os efeitos do 6leo essencial (100 mg/kg), DHC (100
mg/kg) e infuso (10 ml/kg, a 5%), administrados por via oral, sobre a migragio de
neutrofilos induzida pelo efeito quimiotixico do LPS, em camundongos. As doses
utilizadas foram selecionadas a partir dos resultados obtidos em modelos de inflamacio,
realizados anteriormente. Os dados obtidos nesse experimento estdo demonstrados na
tabela 4. Nesta tabela estdo expressos os valores do mimero de leucécitos e neutrdfilos em
mi. de lavado peritoneal. Apds a inducfio do estimulo verificou-se que houve aumento
significativo da migra¢o de neutrofilos. Somente a dexametasona conseguiu inibir a
migragio de neutrofilos para a cavidade peritoneal de camundongos, apos 6 horas da

administra¢io do LPS.
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Figura 4. Efeito do estimulo do LPS (via 1.p.) em camundongos comparado com o PBS. Os
dados estdo apresentados como média + erro padrio da média. Teste “t” de Student

*p<0.05.
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Tabela 4: Efeito da administragdio oral do infuso, dleo essencial e DHC de C. cajucara
sobre a migra¢do de neutrédfilos induzida por LPS. Os resultados expressam as média +

e.p.m. do nimero de neutréfilos por mL de lavado peritoneal (n =4 a 5).

Tratamentos Dose Leucdcitos Inibigdo Neutrofilos Inibigdo
(mg/Kg) (mg/kg) (x 10°ml) % (x10°mL) %
LPS@ _ 13%2  T1+1 -
Indo + LPS 20 1443 _ 6=x2 15
Dexa + LPS 05 74+09 26 08+0,1* 88,5
Infuso + LPS 5%  12+08 _ T7+07 .
Oleo + LPS 100 14 +2 _ 4+06 42,8
DHC + LPS 100 1442 10+1

@ 200ng/cavidade de LPS
Leucocitos : ANOVA: Fis 24y = 3,35 (p>0,05).

Neutréfilos: ANOVA: Fs4) = 6,90 (p< 0,001). Teste de Dunnett * p< 0,005.

4.2. Ensaios Toxicologicos In Vitro
4.2.1. Testes para avaliar a Cifotoxicidade em Culturas de Células V79 e hepaticitos

Nas figuras 5 a 11 estdio apresentados os efeitos citotdxicos do infuso, dleo essencial
e DHC, comparando-se os valores de 1Csq obtidos nos métodos MTT e DNA nos dois tipos

de cultura celular, fibroblastos e hepatocitos, apds 24 horas de tratamento,
a. DHC

Os resultados dos efeitos citotoxicos da DHC sobre culturas de células V79, apés 24

horas de tratamento estio demonstrado na figura 5.
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Figura 5. Viabilidade celular de culturas de células V79 apéds tratamento de 24 horas com
DHC avaliada pelo contendo de DNA (Absorvancia-Abs 260nm), € pela redugéo do MTT
(Abs 570nm).

Foi possivel observar que o efeito toxico da DHC mostrou-se dependente da dose e
que os valores da ICsy obtidos pelo dois métodos sdo proximos, ou seja, dentrd de uma
faixa que abrange desde 230uM para o conteudo de DNA até 360uM para a redugio do
MTT. E interessante destacar que a curva de redugiio do MTT apresentou um deslocamento
a diretta, em relagio ao conteudo de DNA.

Na figura 6, estdo apresentados os efeitos citotdxicos da DHC sobre culturas
primarias de hepatocitos de rato. O valor da ICso obtido nos testes de conteudo de DNA
(300 uM) encontra-se préximo, ou seja, é similar aos valores obtidos nos ensaios de
citotoxictdade utilizando células V79, enquanto que pelo teste do MTT a DHC mostrou-se
extremamente toxica, com uma ICsp de 5 uM. Obviamente, o efeito citotdxico encontrado
no ensaic do MTT nfo pode ser atribuido a um menor numero de células, ja que o conteudo

de DNA demonstra que o nimero de células nfo foi alterado. Em outras palavras, as células
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se mantiveram aderidas e, portanto, “viaveis”; porém, estas células apresentaram alterages

na capacidade mitocondrial de reduzir o MTT na concentracido de SuM de acordo com a

andlise do conteudo de DNA.
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Figura 6. Viabilidade celular de culturas primarias de hepatdcitos de rato (s) apds

tratamento de 20 horas com DHC, avaliada pelo conteudo de DNA ¢ pela redugdo do MTT.

b. Infuso

Os efeitos citotoxicos do infuso nas culturas de células V79 e hepaticas, também

foram avaliados pelo conteido de DNA (figura 7) e pelo teste do MTT (figura 8). No teste

do DNA foi possivel observar que, para os hepatocitos, apesar da curva de viabilidade

celular apresentar as mesmas caracteristicas das células V79, a ICs, para hepatocitos €

menor (figura. 7), estabelecendo a mesma caracteristica que aquela da DHC pois o

composto pode ser mais toxico para células hepaticas, ou pode estar sendo metabolizado

pelas células hepaticas gerando um ou mais metabolitos toxicos. A faixa dos valores da
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ICs ficou entre 0,05m! de infuso/ml de meio para hepatocitos, enquanto para V79 a
concentragdo determinada foi cerca de 0,15mi de infuso/ml de meio. Avaliado pelo teste do
MTT (figura 8), pode-se observar que houve um aumento no conteudo de formazan,
resultado de uma maior atividade mitocondnal devido a estimulagio da succinato
desidrogenase mitocondrial. No entanto, quando o conteddo de DNA foi avaliado, o
namero de hepatocitos apresentou-se menor se comparado as células V79, indicando
toxicidade.

Assim, nos modelos de cultura celular utilizando DHC e infuso, foi possivel
observar que nfo houve atividade hepatoprotetora. Para confirmar estes dados foi
necessario analisar os resultados obtidos em experimentos de hepatoxicicidade in vivo, que

sdo demonstrados no item b.
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Figura 7. Viabilidade celular de culturas de células V79 e hepatédcitos (Hep) apods
tratamento de 24 e 20 horas respectivamente com infuso de Croton cqjucara avaliada pelo

conteudo de DNA (Abs 260nm).
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Figura 8. Viabilidade celular de culturas de células V79 e hepatédcitos (Hep) apods
tratamento de 24 € 20 horas respectivamente com infuso de Crofon cajucara avaliada pela

redugio do MTT ( Abs 570 nm),

¢. Oleo essencial

O efeito do dleo essencial sobre hepatocitos foi calculado a partir da ICs para DNA
que foi de 41.9 pg/mL; para o MTT a ICy foi > 50 pug/mL e, ao contrario das outras
substanctas, sua toxicidade foi menor para os hepatocitos do que para V79 em cultura de
células. Foi calculado, a ICy, pois o composto nas concentragdes utilizadas para as células
V79, foi bem menos toxico para os hepatocitos. Esses resultados estfio apresentados na
figura 9. Os dados obtidos para as células V79 revelaram que pela avaliagio de DNA a ICy
do dleo foi de 11.6 pg/mL, enquanto que pelo método do MTT a ICy foi de 17.8 pg/mL.
Os valores de DLso para o 4leo obtidos em experimento iz vivo foram 9.39 g Kg” | p.o. e
680 mg Kg', ip. (Hiruma-Lima, dados nio publicados). Esses resultados em conjunto

sugerem que os componentes do ¢leo essencial podem ser metabolizados pelo figado
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através do sistema citocromo P-450 reduzindo sua toxicidade, ou serem menos toxicos para

células hepaticas.
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Figura 9. Viabilidade celular de culturas de células V79 e hepatdcitos apds tratamento de 24 e 20 horas
respectivamente com dleo essencial de Crofon cajucara avaliada pelo conteiido de DNA (Abs 260nm), e pela
reducio do MTT (Abs 570nm),

c. Teste de hepatoprotegdo in vitro do Oleo essencial

O pré-tratamento dos hepatdcitos com dleo essencial (agente supostamente
hepatoprotetor) ndo conseguiu reverter o dano causado pela cumarina. Nestas células as
lesSes causadas pela cumarina sdo reveladas através da diminuigdo da viabilidade celular,
avaliada tanto pelo teste do MTT quanto pelo contetido de DNA.

O pré-tratamento das células com 6leo essencial demonstrou, ao contrario do que se
esperava, uma potencializagio no efeito lesivo da cumarina sobre os hepatocitos. Estes

resultados podem ser analisados nas figuras 10 ¢ 11,
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Figura 10. Estudo do efeito hepatoprotetor do 6leo essencial de C. cajucara (expressos em
absorbincia) em culturas de hepatocitos apos tratamento de 14 horas com 6leo essencial de
Croton cajucara com pos-tratamento da cumarina avaliada pela redu¢do do MTT { Abs
370nm). Os dados estdio apresentados como média + e.p.m.

ANOVAF 3,1 = 6.85 p<0,05. Teste de Dunneit: *p<0,01.

controle cum. (lesio) cum, (hep)

Figura 11. Estudo do efeito hepatoprotetor do 6leo essencial de C. cajucara (expressos em
porcentagem) em culturas de hepatécitos apos tratamento de 14 horas com dleo essencial
de Croton cajucara com poOs-tratamento da cumarina, avaliada pelo contetido de DNA (Abs
260nm). Os dados estfio apresentados como média fep.m.

ANOVA, Fp 21y = 6.52 p<0,01. Teste de Dunnett *p<0,01.
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4.3. MODELOS DE LESAO HEPATICA
4.3.1. Estudo do efeito da hepatite induzida por d-galactosamina

Para avaliar a hepatotoxicidade in Vivo, os animais foram tratados com a
galactosamina, um agente hepatotéxico, na auséncia ou na presenca de pré-tratamentos
adicionais com as substincias vegetais em estudo. Foram feitas tras tipos de analise: a)
dosagem das transaminases hepéticas, b) analise histologica, e ¢) dosagem do glicogénio
hepatico.

Na avaliagio dos parimetros bioquimicos apés indugiio de lesio hepatica in vivo por
galactosamina no foram encontradas diferencas significativas entre og grupos tratados com
a5 amostras vegetais e seus controles, nas concentracBes séricas de enzimas que
permitissem uma avaliagio promissora em relagdo ao efeito hepatoprotetor das substincias
em estudo. As enzimas gama glutamil transferase (y-GT), aspartato aminotransferase (AST)
¢ alanina aminotransferase (ALT) tiveram um aumento significativo nos grupos tratados
com galactosamina em relagio ao grupo tratado com salina, o que era previsivel. No
entanto, esse aumento, ao contrario do esperado, parece ter sido potencializado com os
tratamentos das drogas supostamente hepatoprotetoras, principalmente nos animais do

grupo tratado com DHC (Figuras. 12, 13 ¢ 14).
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Figura 12. Atividade do infiso, éleo e DHC sobre a enzima aspartato aminotransferase (AST), no
soro de ratos machos Wistar, apds o tratamento com galactosamina. Cada ponto representa a média + e p.m.
de 4 a 8 animais por grupo.

Anova de duas vias: Efeito grupo: F @15 = 18,35, p < 0,001; Efeito tempo: F2,16, p< 0,001; Interacio
F 530= 14,85, p < 0,001. °p < 0,05 em relacio ao controle no respectivo tempo; °p <0,05:° p< 0.001. em
cada grupo, em relagiio aos 2 intervalos de tempo anteriores (Newman-Keuls),
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Fig. 13. Atividade do infuso, éleo ¢ DHC sobre a enzima alanina aminotransferase, no soro
de ratos machos Wistar, apds o tratamento com galactosamina. Cada ponto representa a média +
e.p.m. de 4 a 8 animais por grupo.

Anova de duas vias: Efeito grupo: F @16 = 264,47, p < 0,001. Efeito tempo: Fe,32= 240,20;
p< 0,001. Interacdo F @3 = 111,86; p < 0,001. % < 0,05 em relagdo ao controle no respectivo
tempo; "p = 0,05 em cada grupo, em relagio aos dois intervalos de tempo anteriores (Newman-
Keuls).
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Fig. 14. Atividade do infuso, oleo e DHC sobre a enzima gama glutamil transferas (y-GT),
no soro de ratos machos Wistar, apds o tratamento com galactosamina. Cada ponto representa a
média + e.p.m. de 4 a 8 animais Por grupo. Anova de duas vias: Efeito grupo: F @iy = 8,544 p
= 0,001, Efeito tempo: F(2,3(,) = 69,42 p = 0,001 Interag:ﬁo F (6.36) — 8,18, P < 0,001

P <0,001; °p < 0,05 em relagdo ao controle no respectivo tempo p < 0,05 em cada grupo
em relagdio aos 2 intervalos de tempo anteriores (Newman-Keuls).

E importante ressaltar que o que ¢ chamado de controle nesse experimento € a unido
dos animais tratados com salina e tween, pois estes ndo apresentaram diferenca
significativa. As dosagens de transaminases mostraram claramente a potencializacio do
efeito lesivo da galactosamina pelas substincias vegetais em estudo. A enzima ALT (figura
13) foi aquela em que os efeitos foram mais evidentes sendo que seus niveis nos animais
tratados com DHC, se encontram extremamente aumentados tornando dificil a compara¢io
com os demais grupos. Apesar do grupo tratado com infiso diminuir o nivel de

transaminase, isso nfo ocorren com os outros pardmetros avaliados. Os niveis de AST

mostraram a mesma caracteristica da enzima ALT (figura 12) confirmando portanto a
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indugdo do dano hepitico. A enzima v-GT também se mostrou aumentada no soro de ratos,
apos 24 h de tratamento com a galactosamina, nos diferentes grupos tratados: DHC, 6leo ¢
infuso de Croton cajucara, (figura 14) evidenciado, portanto, o efeito lesivo da

galactosamina o qual é agravado pela administragio concomitante das amostras vegetais.

b. Histologia

As mudangas morfologicas foram analisadas em paralelo, as dosagens de ALT, AST
e ainda y-GT. As mudangas iniciais observadas no figado, apds 24 horas da administragio
com galactosamina foram similares s descrigies encontradas na literatura: necrose
hepatica focal. A observacio histolégica basicamente suportou os resultados obtidos com a
analise das transaminases, (fig, 15 — animal tratado com galactosamina). As substancias
vegetais ndo foram capazes de reverter as lesdes provocadas pela galactosamina. A
descrigdo histolégica segue-se abaixo:
Grupo - Controle (galactosamina + saling e galactosamina + tween): Esse grupo apresentou
moderado processo congestivo, niicleos preservados. Notam-se também, em algumas 4reas
limitrofes a dreas centrais, uma moderada necrose coagulativa focal.

Grupo - Infuso e Oleo essencial: Ocorreu como nos demais grupos necrose focal
coagulativa.

Grupo — DHC: Foram observadas as mesmas caracteristicas patoldgicas dos grupos
anteriores, s6 que mais intensa pois as dreas necroticas apresentaram-se mais acentuadas e

hemorragicas.
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Figura 15. Lobulo hepatico mostrando um foco necrotico em fase avangada, (*) no qual

pode se perceber que os nicleos e a organizagdo trabecular dos hepatocitos ja

desapareceram. HE; 200X (animal tratado com galactosamina).
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¢. Dosagem do glicogénio hepatico

Na dosagem de glicogénio hepatico foi possivel analisar a deplecio de
glicogénio, possivelmente pelo fato da galactosamina inibir a sintese de glicogénio como

um dos mecanismos de agfo. Os resultados estdo demonstrados na figura 16.

|8 Sham

|W Sdina
6 O Tween
5 | | B Infuso

‘HOleo
4

WOHC |

mg/100g de figado
[oN]

Tratamentos

Fig. 16. Dosagem do glicogénio hepatico de ratos apés indugdo de lesdo hepatica com
galactosamina e tratamentos com infuso e o dleo essencial, além da substancia isolada DHC

de Croton cajucara.

ANOVA Fs23) = 12,3 (p<0,05); Teste de Dunnett*p<0,001.
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4.4. MODELQOS DE MALARIA

Foram testados os efeitos do infuso, do éleo essencial e da DHC, em 3 esquemas
distintos de tratamento (A, Be C) ¢ cloroquina, sobre trés diferentes parasitas: Plasmodium
yoelli, P. berghei e P. gallinaceum. Os resultados estio apresentados como média + erro
padrio da média das porcentagens de parasitas obtidas nos esfregacos no 5°, 7° e 9° dias
apos a infecglio para P. yoelli e P. berghei, e no 11° e 13° dias apds a infecgio de P.
gallinaceum, em camundongos e aves respectivamente.

Nos esquemas de tratamentos: A representa os animais que receberam as amostras
vegetais 3 dias antes da inoculagio dos parasitas; B representa tratamentos feitos 3 dias
antes e 4 dias ap0s o inéeulo; C representa tratamentos feitos no dia do indculo seguidos de
mais 3 dias, apés a infecgio. Deste modo, DHC-A representa um grupo de camundongos
ou aves que recebeu DHC no esquema de tratamento A, Oleo B representa aves ou
camundongos que receberam a amostra no esquema de tratamento B, e assim

sucessivamente.

a. Maldria experimental para P. yoelli

Os resultados obtidos para as amostras vegetais aplicadas nos 3 esquemas de
tratamento, controle negativo e cloroquina (controle positivo) estdo demonstrado na tabela

5.
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Tabela 5. Efeito da administragio oral do infuso, dleo € DHC de C cafticara ¢ cloroquina em animais
infectados com Plasmodium yoelli. Os resultados expressam a média + e.p.m. da porcentagem de parasitemia

X representa o valor do

obtidas através de esfregacos sanguineos, realizados em diferentes dias, (1=3).

arcoseno ¢ ¥ representa o valor real da parasiteniia.

Tratamentos | Dose Parasitemia | Parasitemia |Parasitemia no| % de redugiio em
(p-0) (mg/Kg) | no 5° dia (%) | no 7° dia (%) | 9° dia (%) relagio ao
controle
Controle _ 0,09+£0,01" 0,080,017 0,08 +0,02% %o 70 9°
0,84 £ 0,097 084037 3,9+03%
DHC 100 {006+0,01% |0,08+0,02° 0,13+ 0,03% 33 | 0 0
Al 0,54£0,18Y [085+03" 1,83+0,57
Infuso | 10 mbkg [0,09+0,01% 0,10+0,01* 0,14+ 0,02% 0 0
ILIi+04" 151067 1,9+G,97
Oleo 100 |0,08=0,01 0,067%0,02° |0,08%0,02~ 11 | 16 0
0,78 + 0,47 0,4 + 0,087 0,97 + 0,57
DHC 100 0,076 £0,01* 0,074 £0,02* 0,07 £0,02* 15 7.5 12,5
R? 0,61£0,17 0,61+£0,27 0,56+0,17
Infuso | 10 mikg | 0,090,001 [0,10%0,01" 0,10+ 0,02 0 ]
14702 1472027 2441137
Oleo 100 [0,077+0,001 0,060,017  [0,040,02° 14 | 25 | 30
0,65+0,17 0,85+ 0,667 03+£017
DHC 100 0,094+ 0,01 0,08+0,01" 0,07+£0,02* 0 12,5
c? 0,920,2Y 0,85£0,37 10,67
Infuso | 10 mlkg [0,10£0,01% 3,12+£0,01*% 0,14+ 0,02% 0 0
1,22+0,1¢ 1,55+£0,3Y 2,3+£0,5Y
Oleo 100 0,09+£0,01* 0,07+0,01% 0,07 +0,02*% 12,5 | 12,5
1+£0,2¥ 0,56 +0,17 0,53+ 0,067
Cloroquina 100 |o* 0% 0* 100 | 100 IOL

5° dia: ANOVA 'F313)= 0,98 p > 0,05; %F 3,5, = 0,52 p > 0,05; °F 3, 16)=2,07 p = 0,05;

" Tukey-Kramer *p< 0,05. 7° dia: ANOVA Fis,1= 0,98 p > 0,05; F316) = 0,52 p = 0,05; Fis 16 =
0,65 p 2 0,05; ' Tukey-Kramer *p< 0,05; 9° dia: ANOVA Fi1m=1,33p 20,05, Frs= L5 p >
0,05; *Fis 16 = 2,40 p 2 0,05; "2 Tukey-Kramer *p< 0,05.
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Os tratamentos infuso, dleo e DHC, ndo foram eficazez em diminuir a parasitemia
em camundongos infectados com P. yoell:.
A cloroquina, utilizada como droga de referéncia, foi eficaz em diminuir a

parasitemia j& no quinto dia, efeito este que se manteve durante todo o tempo de avaliagéo.

b. Maldria Experimental para P. berghei

A tabela 6 apresenta os resultados obtidos nos experimentos utilizando as amostras
vegetais aplicadas nos 3 esquemas de tratamentos, controle negativo e cloroquina.

Em todos os tratamentos as drogas diminuiram a parasitemia dos animais
infectados. Nesse ensaio, no esquema de tratamento A, onde os animais receberam as
drogas em estudo 3 dias antes da infecgio com o parasita, somente o 6leo foi eficaz em
diminuir a parasitemia dos animais infectados. Com relagio ao grupo B todas as drogas
foram eficazes em diminuir a parasitemia, enquanto que o infuso ad libitum foi capaz de
inibir a parasitemia em 100% como a cloroquina droga padrdio utilizada. J& quando o
tratamento fol curativo ou seja, dado depois da infecgio dos animais o infuso nio
conseguiu diminuir a parasitemia dos animais infectados.

Portanto, o dleo essencial foi capaz de inibir a parasitemia em todos os esquemas de
tratamento, enquanto quer a DHC inibiu a parasitemia somente quando os animais foram
tratados no esquema de tratamento B e C, e quando foi administrada previamente essa néo
foi eficaz. Ja o infuso somente demonstrou efeito significativo, quando foi administrado por

07 dias, enquanto que quando administrados ad libitum, esse efeito foi potencializado.
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Tabela 6. Efeito da administracio oral do infuso, dleo ¢ DHC de C. cajucara ¢ cloroquing em

ammais infectados com Plasmodium berghei,

Os resultados expressam a média + ep.m. da

porcentagem de parasitemia obtidas através de esfregagos sanguineos, realizados em diferentes dias

m=5). * representa o valor do arcoseno e ¥ representa o valor real da parasitemia.

Tratamentos Dose Parasitemia | Parasitemia no | Parasitemia no % de reducio em
{p.0) (mg/Kg) | no 5° dia (%) 7° dia (%) 9° dia (%) relagéio ao controle
Controle | 10mlkg _ (0,040,006 |03 + 0,04 0,57 +0,11% 50 7° 9o
0,23 +0,07 10,127 30,2 +47
A' | DHC 100 10,047+0,007% [0,29+0,04" 0,39+0,11% 0 3 31,5
0,23+ 0,047 2,36+ 17 19457
Infuso | 10mlkg [0,03£0,005% |02+0,03" 0,47 + 0,09 25 33 17.5
0,13 + 0,037 442417 21,142,777
Oleo 100 0,04£0,005"  [0,06£0,03% % [020+008"* 0 80 64
0,2 40,0017 0,94 + 0,077 8+47
B’ | DHC 100 10,02£0,007° [0,0520,04** |02310,00"* S0 | 83 60
0,090,057 044037 102 +27
Infuso | 10mltkg [0,06+0,007% [0,17+0,04" 0,16 £0,09* * 0 43 97.6
0,48 + 0,07 4,86 £27 302447
Oleo 100 10,039+0,005% (0,1 +£0,03%* 0,69 +0,09" 25 | 36 0
0,240,017 56417 8+3Y
Infusfio |4d libitum 10,004 +0,006** | 0,004 £ 0,006 ** 0,07 £0,08 ¥ * 99 98 88
0,01+0,007Y | 0,0120,0077 0,81£0,37
C’'| DHC 100 10,07£0,006* [0,103£0,00% [02450,07" * 0 65 58
0,64 +0,17 1,9+17 79427
Infuso | 10mlkg [0,05+0,005° |0,18+0,03" 0,29 0,08 0 40 50
0,28 + 0,037 391417 10,7 +4Y
Oleo 100 10,03+0,005 [0,08+0,03** |030+0,06" 25 | 73 47
0,14 +0,03Y 0,91£0,27 9,96 +2,17
Cloroquina 100 O** 0% O+ 100 | 100 100

5° dia: ANOVA 'F3 3= 0,99 p 2 0,42; %F g = 12,60 p< 0,05, *Fi,10= 9,34 p <0,05; ™ Tukey-Kramer *p<
0.01; **p< 0,001.7° dia: ANOVA "Fs,13 = 5,56 p < 0,05; *F(4, = 8.60 p< 0,05 Fa4=5,17p<0,05;

" Tukey-Kramer *p< 0,05; **p< 0,001, 9° dia: ANOVA "Fa13 = 5,56 p <0,05; F 1) = 8,60 p< 0,05; F,
1= 5,17 p < 0,05; "** Tukey-Kramer *p< 0,01; *¥p< 0,001,
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c. Maldria Experimental para P. gallinaceum

Os resultados obtidos para as amostras vegetais, aplicados nos 3 esquemas de
tratamento, controle negativo e cloroquina (controle positivo), estdo demonstrados na tabela
7.

Tabela 7. Efeito da administragdo oral do infuso 5%, oleo, e DHC de C. cajucara, e
cloroquina em animais infectados com Plasmodium gallinaceum. Os resultados expressam
a média + e.p.m. da porcentagem de parasitemia obtidas através de esfregagos sanguineos,
realizados em diferentes dias, (n=5). X representa o valor do arcoseno e ¥ representa o valor

real da parasitemia

Tratamentos Dose Parasitemia no | Parasitemia no % de reducio
{p.o) (mg/kg) 11° dia (%) 13° dia (%) em relaciio ao
controle
Controle _ 0,141£0,03%  0,46+0,03* 11° 13°
2,13+1,5Y 20,96 +3,17
A' | DHC 100 0,02+0,04** [0,08+0,04*% 86 82
0,11+0,007 [195+1Y
Infuso 10mlkg  [0,12 +£0,05* 0,65 +0,05% 15 0
1,55 +0,3Y 36,8 +37
Oleo 100 1,4 +0,8% 0,31 £0,05* 35 30
2,13 £1,57 95+17
B° | DHC 100 0,47 +0,09* 0,40 £ 0,09 0 9
25+177 14 +9Y
Infuso 10mlkg [0,08 +0,07* 0,36 +0,07* 43 47
1,1 +0,6% 16 + 67
Oleo 100 0,01+0,008* 10,10 +0,09** 02% 77
1,13 +1,5Y 233+2.17
C’| DHC 100 0,06 +0,04* 0,30 +0,07* 57 47
2,4 0,87 11,2+57
Infuso 10mlkg 1 0,016+0,04 [0,090+0,07%* 88 80
0,13+0,17 44+1Y
Oleo 100 0,087£0,04* [0,33+0,09% 38 25
1,3+1Y 12,5 +2.47
| __Cloroquina 100 ¥+ O** 100 100

11° dia: ANOVA 'Fpz15,= 1,78 p 2 0,05; *Fps.15 = 5.12 p< 0,05 Fo, 169 = 1,87 p 2 0,05;
' Tukey-Kramer *p< 0,03; **p< 0,001. 13° dia: ANOVA "Fia= 22,65 p < 0,05: Fu3 = 3,36 p<
0,03; 3F(3_|5) =4,34p<0,05; 2 Tukey-Kramer *p< 0,05; *¥p< 0,001,
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Os resultados apresentados no modelo aviario demonstraram diferentes resultados
em relagio ao de camundongos, No esquema de tratamento preventivo grupo A somente a
DHC foi eficaz em diminuir a parasitemia. Enquanto que no esquema de tratamento B o
oleo essencial, foi eficaz em diminuir a parasitemia. J4 com o tratamento curativo somente
o infuso conseguiu diminuir a parasitemia no altimo dia analisado.

Apesar dos resultados diferirem entre si, deve se levar em considera¢do os
diferentes modelos experimentais utilizados e os diferentes tipos de parasitas, sem esquecer
dos diferentes esquemas de tratamento; as drogas utilizadas nesses estudos de uma maneira

ou de outra tiveram agfo efetiva em diminuir a parasitemia na fase eritrocitica.



V. DISCUSSAO




3.1.Croton cajucara em Modelos de Inflamacéo

A inflamagdo é uma resposta do tecido a qualquer tipo de injuria, seja por um agente
mecanico, quimico ou por microorganismos. Esta resposta inflamatéria envolve um
complexo conjunto de atividades enzimaticas, liberagio de mediadores, extravazamento
de fluidos corpéreos, migragiio e reparo celular (VANE & BOTTING, 1995).

Efeitos antiinflamatérios podem ser atribuidos a uma grande variedade de agentes
quimicos distintos, muito deles de origem vegetal, € ndo existe uma correlagdo evidente
entre a atividade farmacolégica e suas estruturas quimicas (SERTIE et al., 1990). As
plantas podem se constituir em alternativas para o tratamento de doengas inflamatérias,
como sugerido na medicina tradicional.

O edema de pata induzido por carragenina, o granuloma cotton pellet e a migragio
de neutréfilos para a cavidade peritoneal induzida por LPS, entre outros, sfio modelos
usados para avaliar a contribuigiio de mediadores envolvidos em mudangas vasculares e
celulares associadas a inflamago.

O edema de pata induzido pela carragenina € comumente empregado como modelo
experimental de inflamagio aguda. Neste ensaio, o Gleo essencial de C. cajucara
apresentou um efeito dose-dependente, mas sua inibigo foi menor do que aquela
produzida pela indometacina, utilizada como droga de referéncia. As drogas capazes de
inibir a formagio do edema de pata sdo inibidores tipicos da cicloxigenase como a
indometacina (ENGELHARDT et al., 1995 ).

Além disso, o edema de pata induzido por carragenina ¢ usado para avaliar a
contribuigio de mediadores envolvidos em mudangas vasculares, associadas 3
inflamacdo aguda, e apresenta duas fases: a primeira ocorre pela liberagiio de histamina

e 5-hidroxitriptamina, enquanto que a segunda, ¢ devida & liberagio de bradicinina,

36



proteases, prostaglandinas e enzimas lisossomais; o envolvimento do NO, entretanto,
esta associado as duas fases (SALVEMINI et al., 1996).

Alguns mediadores como leucotrieno By e tromboxano estio também envolvidos na
inflamagdo induzida por carragenina ¢ sugere-se que esses mediadores contribuam entio
para a resposta inflamatoéria. A histamina atua na fase inicial do edema de pata e tem um
papel dominante em aumentar a vasodilatagdo e, consequentemente, a permeabilidade
vascular através da interag@o com os receptores histaminérgicos H; ¢ H; (SALVEMINI
et al., 1996).

Como dito anteriormente, as substincias enddgenas como as cininas e
prostaglandinas contribuem para aumentar a permeabilidade vascular nesse modelo de
inflamacdo. As prostaglandinas podem mediar a infiltragiio de proteinas plasmaticas
induzida pela carragenina. Antiinflamatorios nio esteroidais podem diminuir o acimulo
de neutrofilos, através da supressdo do infiltrado de proteinas plasmaticas. A inibi¢&o do
acimulo de neutrdfilos € independente dos efeitos sobre a via da cicloxigenase e pode
estar relacionada a redugiio da atividade celular tal como proliferagdo, bloqueio da
quimiotaxia ou geracdo de fatores quimiotaxicos.

A atividade antiinflamat6ria apresentada pelo 6leo mas nio pelo infuso ¢ DHC,
demonstram que a presenga de componentes com efeito anti-edematogénico das cascas
de Croton cajucara estio de acordo com o trabalho de ICHIHARA, et al., (1992) que,
no modelo experimental de inflamagio de edema de orelha em ratos nio demonstrou a
atividade antiinflamatoria da DHC.

Assim, foi avaliada também a capacidade das drogas em estudo de inibirem a
migragdo celular, principalmente neutrofilos, para a cavidade peritoneal de

camundongos, utilizando como drogas de referéncia antiinflamatérios nio-esteroidais
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(indometacina) e esteroidais (dexametasona). Nesse modelo foi possivel observar que as
drogas em estudo, juntamente com a indometacina, ndo foram capazes de inibir a
migrac¢io de neutrdfilos, 6 horas apés o estimulo com LPS. A indometacina apresentou
uma diminuicdo no nimero de neutréfilos que migraram para a cavidade peritoneal,
mas esta diminui¢io nZo foi estatisticamente significativa.

Esses resultados mostraram claramente que a inflamagiio € um processo
multimediado, e talvez, nesse sentido, a resposta do oleo essencial e DHC possam ter
efeito antiinflamatério sem inibir os mediadores envolvidos com a migragdo celular,
pode-se até mesmo considerar que o 6leo e a DHC teriam participag¢des na inibicido da
inflamagdo agindo como antiinflamatorios ndo esteroidais, diferente da dexametasona
que € capaz de inibir a migragio de neutréfilos.

A migracdo de neutrofilos € o evento chave nas reagdes inflamatérias agudas, o qual
¢ um evento complexo e multimediado, além de ndo ser totalmente esclarecido.
(CYBULSKY et al., 1989; IMHOF et al., 1997).

Os mediadores quimiotaxicos envolvidos na migragio de neutrofilos para dentro do
tecido inflamado incluem o 5° componente do sistema complemento, leucotrieno B,
citocinas como o fator de necrose tumoral e interleucinas (IL-1 e IL-8) (CECILIO et al.,
1997).

A principal fungdio dos neutrdfilos, células predominantes no exsudato inflamatoério
na fase aguda, ¢ a liberagfio de enzimas citotoxicas que acabem com o estimulos que
desencadearam a reagdo inflamatéria (IMHOF et al., 1997).

Os efeitos das drogas n3o esteroidais sobre os leucdcitos ainda ndio sdio bem
compreendidos. Em doses que bloqueiam a sintese de prostaglandinas e,

subsequentemente a febre, o0 edema e a dor inflamatéria, estas drogas ndo interferem
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com a migracio de leucocitos, sugerindo que esses mediadores tém pequena
participagdo na migragéo leucocitaria (HIGGS et al., 1980). No entanto, doses mais
elevadas, inibem parcialmente a migragfio, embora os mecanismos envolvidos ainda néo
estegjam totalmente esclarecidos. Como nessas doses ocorre inibigio da sintese do
leucotrieno B4 foi sugerido que o bloqueio da migragdo se deve & inibigdo da
lipoxigenase.

Os glicocorticoides, por sua vez, inibem a producdo dos eicosandides através da
sintese de um peptideo, a lipocortina, o qual atua inibindo a fosfolipase Aj, enzima que
libera o 4cido araquidénico dos fosfolipideos de membrana. Portanto, os
glicocorticoides bloqueiam tanto a sintese de prostaglandinas, quanto aquela de
leucotrienos. Isto explica pelo menos em parte a grande eficacia destes esteroides na
inibigdo dos eventos inflamatérios (FLOWER, 1988). O bloqueio da migragiio de
leucécitos deve-se a agdo dessa droga em varios sitios. Muitas evidéncias demonstram
que os glicocorticdides blogueiam a sintese e/ou liberagio de fatores quimiotaxicos
(BARJA-FIDALGO et al, 1992). Assim, o bloqueio das fosfolipases, pelos
glicocorticoides, ocasiona inibi¢do da sintese de leucotrieno Ba, que € quimiotaxico para
neutréfilos, além de outras citocinas como IL-1 e TNF. Os glicocorticoides também
inibem a aderéncia dos leucécitos ao endotélio (IMNOF et al., 1997).

Os macrofagos sdo considerados células multifuncionais, participando nio s6 da
fase cronica da reacgio inflamatoria e da regulagéio da resposta imune, como também do
desencadeamento e modulago de varios eventos da fase aguda da inflamacdo. Este tipo
celular libera muitas substdncias que participam de varios eventos da reagdo
inflamatoria aguda. Neste contexto, dadds da literatura demonstram que os macréfagos

participam do inicio da migragao de neutrofilos para o foco da lesdo (DALLEGRI et al.,
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1997). Além disso, RUSSO (1980) demonstrou que a migra¢do de neutrofilos para a
cavidade peritoneal de camundongos induzida por LPS ¢ dependente dos macréfagos
peritoneais. Com relagfio 4 importdncia dos macréfagos peritoneais para o recrutamento
de neutrofilos para a cavidade abdominal existem varios estudos visando esclarecer o
modo pelo qual os antiinflamatorios exercem seus efeitos.

Nesse resultado foi possivel observar que quando foi utilizado um inmibidor da
ciclooxigenase, a indometacina, o efeito inibidor da migragio de neutréfilos ndo pode
ser demonstrado; entretanto, quando o agente antiinflamatorio usade foi a
dexametasona, houve redugfo significativa da migragio de neutréfilos.

Assim, admite-se que a migragio de neutrdfilos para o exsudato inflamatério tem
dois estagios bem definidos; adesdo as células endoteliais dos vasos e migragfo para o
espago extravascular, ambos orientados por substdncias quimiotaxicas. Os
glicocorticoides interferem com os dois eventos (OTTONELLO et al., 1995).

No modelo experimental do granuloma induzido por pellet de algodfio, empregado
para o estudo da inflamagdo cronica, o fluido absorvido pelo pellet reproduz o peso
(Umido do granuloma bem como a quantidade de tecido granulomatoso. O granuloma
formado no processo de inflamagfo cronica ¢ composto de células compactadas de
macrofagos, monocitos, células epiteliais e células gigantes, com consequente formagéo
de filamentos de fibrina ao redor do algoddo (ROOK, 1985).

Os resultados mostraram que tanto o infuso, quanto a DHC ¢ o 6leo foram eficazes
em promover uma resposta antiinflamatoria no modelo de granuloma corfon pellet;
entretanto, s6 a DHC e o oleo apresentaram resultados estatisticamente significativos.
Portanto, o 6leo essencial e a DHC mostraram-se equivalentes em inibir a fase

proliferativa do granuloma. Esse modelo experimental caracteriza um processo
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inflamatério crénico e sistémico. A fase proliferativa, compreendida entre o 3° ao 6° dia,
pode ser inibida por agentes antiinflamatorios ndo esteroidais e também por drogas
esteroidais (SWINGLE & SHIDEMAN, 1972).

Foi possivel verificar que o 6leo essencial apresentou efeito antiinflamatério com
caracteristicas de drogas semelhantes a aspirina pois reduziu a inflamagfio aguda
(edema) e cronica (cotton pellef) mas ndo conseguiu inibir a migragio de neutréfilos
para a cavidade peritoneal, enquanto o glicocorticéide foi capaz de inibir cerca de 90%
da migragdo induzida pelo LPS.

Os dados obtidos sugerem que oleo ¢ DHC poderiam ter participagio sobre os
mediadores envolvidos na resposta inflamatéria que sfo liberados no local da injlria e
sdo responsdveis pela migra¢do celular para o sitio lesado.

Por outro lado, a pesquisa na busca de drogas antiinflamatorias seguras, as quats nio
apresentem efeitos gastricos indesejaveis, continua em andamento. Parte dessas
pesquisas envolve o estudo de plantas medicinais, conhecidas popularmente no
tratamento de desordens inflamatorias, sem relatos de efeitos colaterais sobre o trato
gastrointestinal (SINGH et al., 1989). Concomitantemente, o composto utilizado neste
trabalho apresenta atividade antiulcerogénica em varios modelos experimentais
(SOUZA BRITO et al., 1998; HIRUMA-LIMA et al., 1999).

Assim, a resposta antiinflamatéria obtida para a DHC e oleo é muito mais

importante quando suas atividades antitlcera sio consideradas.
5.2. Ensaios Toxicologicos in vitro
Recentemente, os efeitos citotéxicos dos produtos quimicos tem sido classificados

em trés categorias. A primeira delas é a citotoxicidade geral ou basal a qual se refere a
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efeitos adversos sobre a integridade das membranas ou do citoesqueleto, metabolismo,
sintese, degradagfio ou liberagdo de componentes ou produtos celulares, até a regulagéo
dos ions e a divisdo celular, em células ndo diferenciadas (SEIBERT et al., 1996). Nos
fenémenos de citotoxicidade basal todos os tipos celulares apresentam uma
sensibilidade similar, e os valores do ICs, obtidos nos ensaios de citotoxicidade,
avaliando diferentes alvos celulares, geralmente se encontram proximos
(CLEMEDSON et al., 1996).

Na segunda categoria esté a citotoxicidade seletiva ou orgdo especifica que refere-se
a situagdes onde alguns tipos de células diferenciadas sdo mais sensiveis que outras aos
efeitos toxicos de um produto quimico. Isso pode ocorrer como consequéncia da
biotransformagdo do composto ou sua interagdo com receptores especificos das células
ou ainda a presenga de carreadores especificos de incorporagio do composto,
localizados na membrana celular (SEIBERT et al., 1996).

A terceira e uUltima categoria é chamada citotoxicidade especifica de fungdes
celulares ou toxicidade de organizagio, e corresponde a efeitos toxicos que afetam
estruturas ou processos comuns das células em geral e, consequentemente, envolvem
todo o organismo. Sdo exemplos deste tipo de toxicidade as alteragdes das
comunicactes entre as células que ocorrem através de sintese, liberagdo, degradagio e
ligagio com seus respectivos receptores de citocinas, neurotransmissores e hormdnios.

No modelo experimental de cultura celular foi examinada a citotoxicidade dos
compostos em estudos utilizando inicialmente cultura de fibroblastos da linhagem V79.
Estes resultados subsidiaram os estudos das concentragdes em cultura de hepatocitos.
Os valores da ICso das substancias testadas apresentaram-se toxicos para as células V79,

mas as mesmas concentragdes foram utilizadas na cultura de hepatdcitos pois, em se

62



tratando de células hepaticas, pode ocorrer metabolizagdo do composto, transformando-
se em um metabdlito menos toxico.

Os resultados de citotoxicidade apresentados pela DHC, infuso e dleo essencial
sobre as células nfio diferenciadas V79 permitem que os mesmos sejam classificados
como fendmenos de citotoxicidade basal, ja que as células apresentaram uma resposta
similar, independentemente da linhagem ou do alvo celular avaliado no ensaio
(CLEMEDSON et al., 1996).

Os resultados com DHC permitem propor ainda que sua biotransformagdo hepatica
produz metabélito(s) com efeito toxico a nivel mitocondrial, o que poderia ser
classificado como citotoxicidade seletiva (SEIBERT et al., 1996), observada no teste de
redugdo do MTT.

O infuso, apesar de ter o0 mesmo comportamento inicial que a DHC (toxicidade
maior para hepatdcitos que para células V79), apresentou uma acentuada redugdo do
MTT nas concentragdes mais baixas, mostrando um estimulo das desidrogenases
mitocondriais. No entanto, a viabilidade celular esta diminuida (conteudo de DNA)
revelando uma toxicidade ainda maior visto que hepatocitos ndo proliferam em cultura,
ao contrario da capacidade proliferativa das células V79 (ROGIERS et al., 1995),
portanto, as leituras de DNA correspondem somente as células que foram capazes de
sobreviver ao tratamento.

Certas substincias téxicas como o infuso podem acentuar a redugio do MTT em
celulas hepéticas. Isso é explicado por alguns autores que sugerem que a reducio do
MTT ¢é predominantemente uma avaliagdo do balango NAD(P)/NAD(P)H citosdlico. A
presenca de inibidores ou indutores da manutencdo desse balango interfere na

capacidade de redugiio do MTT (FRY et al., 1995).
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Com os resultados obtidos com o Oleo essencial € possivel propor que esse
composto é capaz de ser metabolizado, como os demais, pelo figado. Isto € evidente na
diferenga da toxicidade apresentada em células V79 e em hepatocitos, onde o dleo
parece sofrer metabolizagdo a nivel hepatico pelo sistema P-450, uma vez que originou
metabdlito(s) menos toxicos. Pode ser ainda que essas células sejam menos sensiveis
aos metabélitos, sendo o(s) metabolitos (s) menos téxicos para os hepatdceitos que para
as c€lulas V79 (PONSODA et al., 1995).

A partir desses resultados foi proposto o ensaio de hepatoprotegéo i vifro somente
com o odleo, JA que os demais compostos apresentaram-se mais tOXicos para €ssas
células.

A cumarina foi utilizada como agente lesivo para os hepatdcitos, pois €
metabolizada pelo sistema P-450 e sua toxicidade para as células hepaticas ¢ maior
comparada a aquela das células V79, além deste composto ter mostrado efeito téxico em
culturas de hepatécitos com o tempo de exposicdo de 24 horas (RENZI, 1993;
HAMMOND et al., 1996). A galactosamina era o agente hepatotdxico de escolha; no
entanto, ndo alterou a cultura de hepatdcitos em concentragfes acima de 1000 uM ou
seja, ndo houve modificag@o nos valores do conteado de DNA e do MTT em relagdo ao
controle na presenca de galactosamina,

Esse experimento, realizado no mesmo protocolo de verificagdio de
hepatotoxicidade, nfio foi positivo, pois as células tratadas com o suposto agente
hepatoprotetor (6leo) tiveram a viabilidade celular diminuida. Esses resultados também

foram confirmados pelos estudos in vivo.
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5.3.Modelos de Lesdo Hepdtica e Croton cajucara

Foram estudados também os efeitos do dleo, do infuso ¢ da DHC em modelo
experimental iz vivo de lesdo hepatica induzida pela galactosamina. O mecanismo de
acfio da galactosamina compreende principalmente a diminui¢fio da sintese de RNA e,
portanto a sintese de proteinas, e a sintese das demais macromoléculas como
glicoproteinas, glicolipideos e glicogénio. Isso leva & morte da membrana celular e
também sugere-se que ocorra alteragdo do sistema reticulo-endotelial, endotoxemia e
acumulagio de Ca®" dentro das células parenquimais contribuindo para a necrose
hepatica (DUMONT et al., 1987).

A galactosamina mimetiza os aspectos patologicos da hepatite (KEPPLER et al.,
1974) e a intensa exposi¢do das estruturas das membranas a esta droga pode ser
responsavel pela perda das bombas idnicas, principalmente a bomba de Ca™. O
consequente aumento do Ca*? intracelular levaria & morte celular (TSAI et al., 1997).

Inicialmente, duas razdes nortearam a escolha desse modelo experimental: a
seletividade da galactosamina em causar morte celular de hepatocitos, além de impedir
a capacidade proliferativa dos hepatocitos residuais novamente em 48 horas. Além
disso, esse modelo apresenta ainda a vantagem de nfo ser carcinogénico.

Os niveis alterados de transaminases no soro, dependendo do caso, sdo indicativos
de lesdo nos hepatdcitos, que liberam essas substincias citoplasméticas na corrente
circulatoria. Como os resultados de ALT ¢ AST encontrados apresentaram-se alterados
horas apds a administraggio da galactosamina foi confirmada a lesdo de hepatocitos.

Quando a galactosamina ¢ administrada, uma série de reagBSes metabolicas
especificas ocorrem no hepatdcito, com completo consumo de nucleotideos que leva a

um bloqueio da sintese de RNA seguindo-se de inibigZo da sintese protéica. Em doses
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altas, a galactosamina produz necrose hepatica e intensa resposta inflamatéria no local
da injiria. Se a galactosamina lesa os hepatocitos e mimetiza alguns aspectos
patolégicos da hepatite viral (KEPPLER et al., 1974), e portanto, aumenta o nimero de
células inflamatorias (SHIATORI et al, 1986), poder-se-ia entdo comparar 0s
resultados de hepatoproteciio com aqueles de agdo antiinflamatoria (LASKIN, 1990).

A principio, era intengo desse trabalho comparar os resultados antiinflamatorios do
dleo essencial ¢ da DHC, pois as mesmas poderiam diminuir a lesdo hepatica inibindo o
efeito inflamatorio desencadeado pela galactosamina. A agdo antiinflamatoria, obtida
para ambas as substincias de Croton cajucara, poderia estar ocorrendo através da
inibicio da migraciio de células inflamatdrias para o local da injaria. No entanto, no
experimento de hepatoprotegfio nfo se obteve o resultado esperado.

Embora na dosagem de ALT o infuso tenha se mostrado estatisticamente diferente
em relagdo ao controle no sentido da enzima estar menos presente no plasma do que no
grupo controle, néo € possivel interpretar esse resultado como um efeito hepatoprotetor.

Em outros pardmetros analisados isso nd3o ocorreu, levando em consideragio os
valores das demais enzimas. A tendéncia de proteger o figado, apresentada pelo infuso
pode se dever & presenga de compostos que realmente possam proteger o figado como
indicado na medicina popular, ja que o infuso apresenta uma mistura de compostos.

Esse fato corroborou aqueles resultados de citotoxicidade onde, principalmente o
infuso e a DHC se mostraram toxicos para os diferentes tipos de células estudados,
enquanto que o ¢leo essencial se¢ mostrou menos toxico em cultura de hepatécitos,
(células metabolizantes) do que em fibroblastos {células ndo metabolizantes). Mesmo
com essa caracteristica, o efeito hepatoprotetor esperado ndo foi obtido em culturas de

hepatéeitos lesados com uma droga conhecida, a cumarina,
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Esses ensaios iz vifro puderam mostrar que as substéincias objetos de nosso estudo
sdo metabolizadas pelo figado, mais especificamente pelo citocromo P-450. Esta
metabolizagio transforma as substincias estudadas em metabdlitos mais toxicos, no
caso da DHC e infuso (bioativagio), mas pode transformar também em metabolitos
menos toxicos, detoxificago, no caso do dleo (LIEBER, 1997).

Em experimentos realizados em nosso laboratorio foi possivel observar que somente
o oleo foi capaz de aumentar a duragfo do tempo de sono induzido por pentobarbital.
Este modelo experimental ¢ conhecido por subsidiar um perfil farmacoldgico da droga
sobre o SNC mas também demonstra o envolvimento da droga com o sistema P-450.

O estudo in vifre pode complementar os resultados com o estudo in vivo. Técnicas
in vifro para o screening de produtos naturais tem sido plenamente exploradas. A
combinagdo de vérios métodos pode ser usada para detectar diferentes efeitos e
mecanismos celulares, incluindo metabolismo hepatico, danos na membrana e
diminui¢do do crescimento tal como alteragdes genéticas (PHILLIPS, 1996).

Contudo, ndo foi possivel avaliar o efeito hepatoprotetor das drogas em estudo, na
hepatite experimental induzida pela galactosamina em ratos, em nenhum dos pardmetros
analisados.

E bem sabido, que mamiferos respondem aos danos no tecido iniciando uma
complexa rede de interagSes celulares e moleculares para ajudar o reparo dos tecidos e
facilitar o retorno 4 homeostase fisiolégica. A inflamacio no reticulo endotelial hepatico
invoca uma reagdo de defesa pré-sistémica que ativa macrdéfagos e atrai monécitos e
células polimorfonucleares no intuito de se livrar dos microorganismos, produtos de
toxina microbiana e outros xenobioticos. As células de Kupffer e os macréfagos

desenvolvem um papel chave no sistema imune nfo especifico.
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Apesar da atividade antiinflamatéria da DHC e do dleo, o efeito hepatoprotetor
dessas drogas nfio pode ser demonstrado na hepatite experimental induzida pela
galactosamina em ratos. Além disso, em experimentos de toxicidade subcronica onde
ratos foram tratados durante 35 dias com DHC, na dose de 100 mg/Kg, apresentou
efeito toxico para o figado, porém, nfio foi estudado se essa toxicidade poderia ou ndo
ser revertida (RODRIGUEZ et al., 1999)

Deste modo, a utilizagdo do infuso como antiinflamatorio em inflamag@es hepaticas
como aquelas causadas por hepatite e malaria se justifica pelo efeito antiinflamatério da
DHC e do Oleo presentes no infuso, mas nfio pelo efeito hepatoprotetor destas

substdncias como era nossa hipotese inicial.

5.4. Substdncias de Croton cajucara e Maldria

O modelo da malaria em camundongos tem sido extensivamente usado para
determinar a a¢io de drogas que suprimem a fase eritrocitica da doen¢a (HILL, 1975) e
o modelo aviario tem sido usado também para se estudar as formas eritrociticas ¢
exoeritrociticas (GUADZ et al., 1983).

Descartado o efeito hepatoprotetor do infuso e seus componentes era necessario
estudar entfio a atividade anti-malarica profilatica ¢ curativa da Crofon cajucara
conhecida como sacaca. Segundo, informagfes da medicina popular, essa planta ¢é
utilizada para cura da doenga (VAN DER BERG, 1982).

Devido a importincia do uso popular da sacaca, investigamos a atividade preventiva
¢ curativa contra as formas sangiiineas utilizando modelos experimentais com trés

diferentes tipos de plasmodios.
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O teste de antimalaricos, a partir da inoculagiio de esporozoitas dos plasmddios e
utilizando drogas-testes em diferentes esquemas de tratamento é empregado na
avaliagio de novas drogas, permitindo seu uso nas triagens de drogas profilaticas
(BRANDAO et al., 1997). A redugiio do parasitismo dos animais tratados em relagio
aos animais controle demonstrou a relevincia do modelo na avaliagio da eficécia dessas
drogas.

Os compostos originados da sacaca, como demonstrados nos resultados,
apresentaram diferentes respostas de acordo com o esquema de tratamento. Contudo, foi
posstvel observar que tanto o infuso, quanto o éleo e a DHC com diferengas intrinsecas
importantes, apresentaram resultados estatisticamente significativos. Ndo ha duvidas,
entretanto, de que o tratamento em que o infuso foi administrado ad /ibitum aos animais
apresentou resultados muito semelhantes a cloroquina ou droga-padrio utilizada como
controle positivo no tratamento. E importante ressaltar ainda que todas as drogas em
estudo estéio presentes no infuso evidenciando, portanto, esse resultado.

Esses resultados mostraram, que as substincias de C. cqjucara foram ativas
contra o estagio esquizogdnico no sangue de animais infectados com P. berghei ¢ P.
gallinaceum, confirmando a indicacdo popular, pois o cha dessa planta é
extensivamente utilizado em algumas areas da Amazonia para a profilaxia da malaria
humana por populacgdes indigenas (Di STASI et al., 1989),

Plantas brasileiras utilizadas como esquizonticidas sangiiineos sio usadas na
medicina popular para tratar os sintomas clinicos da doenga, em geral a febre que ¢
muito caracteristica por ser intermitente. Como as manifesta¢des clinicas da doenga sfo
decorrentes das formas sangiiineas, o modelo mais usado por ser mais econdmico e de

facil manuseio € o de plasmodio em roedores, P. berghei em camundongos albinos
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(CARVALHO et al,, 1991). Outras plantas brasileiras testadas anteriormente também
apresentaram atividade sobre o parasita, como ¢ o caso de Vernonia brasiliana ¢ o
Eupatorium squalidum (Asteraceae) (CARVALHO et al., 1991).

Atualmente, os testes antimalaricos de produtos naturais concentram-se em
extratos ¢ fragGes isoladas de plantas tidas na medicina popular brasileira como anti-
térmicas e/ou anti-malaricas.

A quinina isolada das cascas de Cinchona (Rubiaceae), tem sido usada como
antimalarica desde do século XVI e sua estrutura quimica deu origem a outros
antimalaricos sintéticos utilizados, como a cloroquina, ¢ continua sendo a droga de
escolha para a administragio endovenosa em pacientes com maléaria grave causada por
P. falciparum resistentes & cloroguina (CARVALHO et al., 1991). A artemisinina,
isolada de uma planta usada ha 2000 anos na China como anti-febrifugo — Arfemisia
annua — (inghaosu (Asteraceae) — é um potente esquizonticida sanguineo e vérios
derivados semi-sintéticos mais ativos ja foram desenvolvidos a partir de sua molécula
(BENOIT et al., 1996).

A artemisinina € uma sequisterpeno lactona (férmula empirica C;sH320s), da
mesma classe quimica da DHC, difere dos demais anti-maléricos por ndo apresentar o
nicleo quindlico como as demais drogas utilizadas para este fim. O seu mecanismo de
agio permanece incerto; parece que a mesma ativa 0 grupo heme parasitario gerando
compostos oxidativos, esse stresse oxidativo j4 imposto pelo parasita é aumentado,
promovendo maior citotoxicidade, fagocitose e clearance pelos leucécitos do
hospedeiro. Além de prevenir a cito-aderéncia (aderéncia dos eritrocitos contendo
parasitas no endotélio vascular). Esses fatores podem ser importantes no mecanismo

patofisiologico da malaria (HIEN & WHITE, 1993).
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Fot realizada uma triagem farmacolégica na Amazdnia utilizando 23 espécies de
plantas, na forma de extrato bruto, para avaliar o efeito antimalarico. Os resultados
mostraram que 5 dessas espécies apresentaram atividade antimalarica. SHo elas:
Acanthospermum australe (Asteraceae), Esenbeckia febrifuga (Rutaceae), Lisianthus
speciosus e Tachia guianensis (Gentianaceae) e, mais recentemente, a Bidens pilosa e
B. bipinnatus, popularmente conhecidas como picdo. Este ultimo resultado € de grande
interesse uma vez que esta planta ocorre em todo Brasil (CARVALHO et al., 1991).

A cloroquina utilizada como controle positivo € conhecida como uma droga
esquizonticida (esquizonticidas sangiiineos) essas agem nos estagios eritrociticos
assexuados dos parasitas da malaria, para interromper a esquizogonia eritrocitaria e
portanto, acabar com os ataques clinicos da doenca. Esses agentes podem produzir cura
supressiva que refere-se a eliminaclio completa dos parasitas do sangue pela terapia
continuada. O mecanismo de agio dessas drogas pode ser explicado em parte devido a
capacidade de se concentrarem nos eritrocitos infectados, sdo bases fracas, que
concentram-se em altos niveis e elevam o pH nos vaciolos alimentares acidicos dos
parasitas malaricos sensiveis. A digestdo da hemoglobina, do hospedeiro, dentro dos
vacuolos alimentares acidicos dos plasmédios libera o grupo heme (ferriprotoporferina
IX), um composto toxico com propriedades membranoliticas. O heme por sua vez é
detoxificado pela conversdo a pigmento malarico insolivel inofensivo (hemozoina). A
atividade da polimerase inibida pela cloroquina, foi observada catalisando essa reacfio,
dando a idéia que o heme poderia acumular-se em niveis tOxicos, na presenga dessa
droga (SLATER & CERAMI, 1992). Outro mecanismo possivel, é a formagio de
complexos-heme toxicos (SCHLESINGER et al., 1988), outras sugestSes foram

avancadas como a intercalagiio do farmaco com o DNA do parasita, interferéncia com a
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biossintese do DNA/RNA parasitario, inibigdo da protease da hemoglobina, ou outras
enzimas pela ligagfio direta com a droga ou elevando o pH intra-vacuolar. A
sensibilidade dos plasmédios intra-eritrocitarios aos antimalaricos alcaloide esta
relacionado a capacidade destes organismos concentrarem estas drogas de modo
seletivo. Por exemplo as cepas de P. falciparum sensiveis a cloroquina acumulam altos
niveis desta substéncia, enquanto os niveis sd0 mais baixos nos parasitas resistentes.
Além disso, bloqueadores do canal de Ca"™ que reduzem o efluxo da cloroquina podem
restabelecer parcialmente a sensibilidade dos parasitas resistentes a cloroquina
(BITONTI et al., 1988).

Plantas com atividade antimalarica sio promissoras no desenvolvimento de
novos medicamentos. Entretanto, é um longo caminho a percorrer para obtencdo do
protétipo de um medicamento, um produto com atividade farmacolégica desejavel para
estudos toxicologicos e de metabolismo.

Embora, os dados apresentados sejam preliminares e apresentem controles
parciais € de relevante importéncia, mostrar os resultados obtidos, devido a magnitude

dos efeitos encontrados.
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VI. CONCLUSOES




Os ensaios experimentais i vivo ¢ in vifro com o infuso, oleo essencial ¢ DHC de

Croton cajucara Benth. demonstraram que:

o A administrag¢do aguda oral do dleo essencial e DHC, mas ndo de infuso, apresentou
significativa atividade antiinflamatéria no modelo de inflamagio do granuloma
cotton pellet em ratos,

o O oleo essencial apresentou atividade antiinflamatoria no modelo experimental de
inflamagio aguda (edema de pata em camundongos induzido por carragenina). No
entanto, nenhuma das drogas foi eficaz em inibir a migra¢do de neutrofilos para a
cavidade peritoneal de camundongos.

o Foi possivel determinar a citotoxicidade desses compostos em modelos de cultura
celular, utilizando fibroblastos isolados do pulmio de hamster chinés e células
hepaticas. O infuso ¢ a DHC mostraram-se mais toxicas em culturas de células
hepaticas. O Oleo essencial ndo demonstrou sinais de hepatotoxicidade, pois
apresentou menor toxicidade nessas células se comparado com fibroblastos (células
ndo metabolizantes).

o (O odleo essencial, no modelo de hepatoprotegio in vifro, ndo demonstrou eficacia em
proteger os hepatdcitos do efeito lesivo da cumarina avaliado pelo teste do MTT e
conteudo de DNA.

« Nos testes de hepatoprotegfio in vive as drogas em estudo ndo foram capazes de
proteger o figado do dano hepético induzido por galactosamina,

s No teste de quimioterapia experimental a sacaca usada para aliviar os sintomas da
malaria humana foi ativa em suprimir a fase eritrocitica do ciclo, ou seja, reduziu a

parasitemia em animais inoculados com diferentes tipos de plasmddios,
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Portanto, o uso popular das cascas de sacaca para o tratamento de inflamagdes e da
maléria, pode ser devido a associagio das atividades apresentadas pelos compostos,

DHC e 6leo essencial, ambos presentes na preparagéo tradicionalmente utilizada.
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VII. ABSTRACT




Malaria a parasitic disease prevalent in tropical countries strikes approximately 300 million
individuals/year in the world and has recently become more serious due to Plasmodium
resistance to drugs. The search for new antimalarial drugs to replace or complement the
current therapeutic arsenal is one of the priorities of the World Health Organization. The
species Crofon cajucara or “sacaca”, a typically Brazilian plant, is popularly indicate as an
aid for the treatment of malaria, inflammation of the liver and jaundice, among other
conditions. The effects of Crofon cajucara on the aspects associated with the signs and
symptoms of malarial infection were studied in addition to the effect on the parasite itself
due to the liver damage produced by malaria and in view of the popular indications of this
species. We initially studied the pharmacological effect of an infusion, of the essential oil
and of dehydrocrotonin obtained from “sacaca” bark on experimental models of
inflammation and of liver protection. The essential oil had a dose dependent anti-
inflammatory effect on models of acute inflammation (paw edema induced by carrageenin)
and of chronic inflammation (cotton pellet granuloma) but did not inhibit
lipopolysaccharide-induced neutrophil migration to the peritoneal cavity of mice.
Dehydrocrotonin inhibited the inflammatory process only when the animals were treated
chronically, while the infusion had no anti-inflammatory effect on any of the models
studied. In citotoxicity assays carried out on lung fibroblasts from Chinese hamsters of the
V79 strain and on primary rat hepatocyte cultures, we noted that the foxicity of the
substances under study was dose dependent. These results permitted us to compare
citotoxicity on metabolizing cells (hepatocytes) and non-metabolizing cells (fibroblasts).
The essential oil showed lower citotoxicity on hepatic cells than on fibroblasts, whereas the
opposite occurred with the other products. When the essential oil was tested on the model

of in vitro liver protection using coumarin as a hepatotoxic drug, the essential oil was
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unable to protect the liver against this damaging agent. In the in vivo liver protection assays
all products were ineffective in protecting the liver and indeed potentiated the hepatotoxic
agent studied, galactosamine. Preliminary studies of the effects of these products on malaria
demonstrated that the infusion (with higher potency), the essential oil and dehydrocrotonin
inhibited parasitemia in animals (birds in mice) mainly infected with P. berghei and P.
gallinaceum. We also determined the composition of the infusion, which consists of 13%
dehydrocrotonin plus essential oils and sugars in lower amounts. Thus, the present studies
demonstrated that, despite the citotoxicity of the infusion the popular use of tea of “sacaca”

bark for the treatment of malaria is perfectly justified, although in a preliminary manner.
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