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RESUMO

RESUMO

A Cordia ecalyculata Vell. e Echinodorus grandiflorus (Cham. & Schitdl.) Micheli sdo espécies
amplamente utilizadas no Brasil como preparagdes terapéuticas por grupos indigenas e popul acéo
em geral. Estas plantas tém sido utilizadas na medicina popular como ténico, diurético,
antiinflamatérios supressores de apetite, para o tratamento de picadas de cobra, e perda de peso.
Neste estudo, verificou-se os possiveis efeitos citotoxicos e genotodxicos dos extratos de Cordia
ecalyculata e Echinodorus grandiflorus, bem como a sua eficacia no tratamento da obesidade. O
Teste de Micronicleos foi utilizado para a avdiagdo de possiveis efeitos
clastogénicos/aneugénicos e 0 Ensaio Cometa foi utilizado para a avaliagéo de quebras na fita
DNA. Os efeitos citotoxicos dos extratos brutos foram verificados pela razéo PCE/NCE e
camundongos Swiss (Mus musculus) foram utilizados como modelo experimental. Observou-se
significativo aumento (P <0,05), independente da dose, na freqiiéncia média de micronucleos em
eritrocitos do sangue periférico nos camundongos tratados com extrato de C. ecalyculata ou de E.
grandiflorus, em comparagéo com o controle negativo. N&o houve diferenca significativa (P>
0,05) na frequéncia de micronucleos de eritrocitos policromaticos, tratados com os extratos.
Observamos que o tratamento com o extrato de C ecalyculata nas concentracdes de 1000 e 2000
mg / kgm.c resultou em uma proporgado PCE / NCE maior (P <0,05) que a do controle negativo.
Apbs 15 dias de tratamento diario, com dose de 2000 mg / kg m.c de fitoterdpicos ndo houve
reducdo do ganho de massa corporal, nem na quantidade de alimento consumido por
camundongos Swiss quando comparado com o controle negativo (P> 0,05). Os resultados deste
estudo permitem inferir que os extratos de Cordia ecalyculata e Echinodorus grandiflorus ndo
exibem atividade citotéxica ou genotoxica. Entretanto, eles possuem fraca atividade
clastogénica/aneugénica (sem significancia) em células do sangue periférico. Ao contrario de
algumas crencas populares foi encontrado neste estudo que os extratos ndo sdo eficazes para o
tratamento da obesidade. Medicamentos antiobesidade merecem consideragbes especiais no
presente momento devido a um ndmero crescente de pessoas com sobrepeso e obesos que
necessitam destas terapéuticas aternativas. A obesidade esta positivamente associada com vérias
doencas cronicas, incluindo cancer. Neste trabalho, também avaliamos possiveis acoes
genotoxico e / ou citotdxica de dois anorexigenos, a sibutramina e o femproporex, nas doses de
10, 20 e 40 mg / kg de m.c, administrados intraperitoneal mente em camundongos Swiss machos.

O efeito genotoxico foi analisado pelo Ensaio Cometa e Teste do Micronucleo. Descobrimos que
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ambos os medi camentos aumentaram a fregtiéncia de danos genotdxico sem camundongos Swiss,
mas nao apresentaram atividade citotoxica para eritrocitos policromaticos da medul a 0ssea destes
animais.

Nos tratamentos in vitro os farmacos sibutramina, femproporex e dieltilpropionainduziram danos
genotdxicos, enquanto os fitoterapicos Cordia ecalyculata e Echinodorus grandiflorus induziram
apenas fraca atividade genotoxica. Verificamos também que a dietilpropiona interfere na
viabilidade de células CHO, aumentando o indice de apoptose. O estudo comparativo para
verificar a sensibilidade do equipamento de eletroforese (para Ensaio Cometa) desenvolvido em
nosso laboratério, confirmou por meio da avaliacdo de trés substancias genotOxicas
(doxorrubicina, etoposido e cloridrato de epirrubicind), que o equipamento apresenta
sensibilidade similar a0 usado convencionalmente. Para avaliacdo dos dados deste trabalho
usamos os testes estatisticos ANOV A etestet de Student.
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ABSTRACT

Cordia ecalyculata Vell. and Echinodorus grandiflorus (Cham. & Schitdl.) Micheli are
extensively used in Brazil as therapeutic preparations by indigenous groups and the general
population. These plants have been used in the folk medicine as. tonic, diuretic, anti-
inflammatory, appetite suppressants, for the treatment of snake bites, and weight loss. In this
study, it was verified the possible cytotoxic and genotoxic effects of the crude extracts of. Cordia
ecalyculata and Echinodorus grandiflorus, as well as their effectivenessin treating obesity.

The Micronucleus Test was used for the evaluation of possible clastogenic and aneugenic effects,
and the Comet Assay was used for the evaluation of single-strand and double-strand DNA breaks.
The cytotoxic effects of the crude extracts were verified by PCE/NCE ratio. Swiss mice (Mus
musculus) were used as the experimental model.

It was observed a significant (P < 0.05) increase, dose-independent, in the average frequency of
micronucleated erythrocytes in periphera blood in mice treated with either the Cordia
ecalyculata or Echinodorus grandiflorus extracts, in comparison with the negative control. There
were no significant differences (P > 0.05) in the frequency of micronucleated polychromatic
erythrocytes for both extract treatment. We observed that treatment with the Cordia ecalyculata
extract at concentrations of 1000 and 2000 mg/kg bw resulted in a PCE/NCE ratio that was larger
(P < 0.05) than the negative control. After 15 days of daily treatment, a dose of 2000 mg/kg bw
of either phytotherapeutic did not reduce body mass gain or the amount of food consumed by
Swiss mice when compared with the negative control (P > 0.05).The results of this study allowed
us to infer that the crude extracts of Cordia ecalyculata and Echinodorus grandiflorus do not
display cytotoxic or genotoxic activities. However, they do possess weak clastogenic activity
(without significance) on peripheral blood cells. Contrary to commonly held beliefs it was aso
found in this study that the extracts are not effective for obesity treatments.

Anti-obesity medications deserve special considerations at the present time due to an increasing
number of overweight and obese people who require these therapeutic alternatives. Obesity is
positively associated with several chronic illnesses, including cancer. In this work, we evaluated
the possible genotoxic and/or cytotoxic actions of two drugs, sibutramine and fenproporex, in the
doses of 10, 20 and 40 mg/kg bw, administered intraperitoneally in male Swiss mice. The
genotoxic effect was analyzed by comet assay and micronucleus test. We found that both drugs
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increased the frequency of genotoxic damage in Swiss mice, but did not present cytotoxic
activities towards the polychromatic erythrocytes of the bone marrow of these animals.

The drugs sibutramine and fenproporex dieltilpropiona induced genotoxic damage when treated
in vitro, while the extracts of herbal Cordia ecalyculata or Echinodorus grandiflorus induced
only weak genotoxic activity. The diethylpropion interfere with the viability of CHO cell,
increases the rate of apoptosis. The comparative study to investigate the sensitivity of
electrophoresis equipment (for comet assay) developed in our laboratory confirmed through the
evaluation of three substances (doxorubicin, etoposide and epirubicin hydrochloride), that the
equipment has a similar sensitivity. To evaluate the data of this study was used ANOVA and
Student’t test.
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1. INTRODUCAO

1.1 Prdologo

Neste trabalho estudou-se alguns parametros relacionados ao potencial de risco citotoxico
e/ou genotoxico de trés farmacos anorexigenos, sibutramina, femproporex e dietilpropiona.
Também avaliou-se este potencial para os extratos de Cordia ecalyculata e Echinodorus
grandiflorus. Ao lado deste eixo principal do estudo foram realizadas investigagdes quanto a
eficacia destes extratos para o tratamento de obesidade. Seguindo a mesma dinamica foram feitas
investigagdes experimentais objetivando desenvolver um equipamento de eletroforese especifico
para o Ensaio Cometa.

Desta forma, foram utilizados para estas avaliagcdes o Ensaio Cometa, Teste do
Micronticleo e Testes de Viabilidade Celular. Como sistema experimental utilizou-se para os
testes IN vivo camundongos Swiss ¢ in vitro utilizou-se células do ovario de hamster Chinés
(CHO), linfocitos humanos e células de fibroblasto de hamster (V79). Por apresentar esta
diversidade de avaliagcdes os resultados foram dispostos de acordo com o teste avaliado e
subdivididos pela substancia e o sistema teste utilizado. Para deixar o texto melhor legivel o

estudo para desenvolvimento do equipamento de eletroforese foi colocado em anexo.

1.2 AlteracBes Genéticas: mutagénese e car cinogénese

O termo mutagdo, foi introduzido por De Vries em 1901, para descrever mudangas
genéticas stbitas na planta Oenothera lamarckiana (Vogel e Motulsky, 2000). A mutagao ¢ uma
conseqiiéncia do dano no DNA e este pode ser o estagio inicial no processo pelo qual a maioria
dos carcindgenos quimicos inicia a formacdo do tumor (Tubiana, 2009). De todos os casos de
canceres, 80 a 90% estdo associados a fatores ambientais. Alguns fatores sdo bastante conhecidos
como o cigarro ¢ o cancer de pulmio, outros ainda estdo sendo avaliados e muitos sdo
completamente desconhecidos (Ribeiro et al., 2003). As mutagdes podem ocorrer tanto em
células germinativas quanto em cé¢lulas somdticas e dependendo dos genes envolvidos, pode ou
ndo haver efeitos fenotipicos (Bertram, 2001).

Desde muito tempo sabe-se que a tumorigénese ¢ um processo de multiplas etapas, mas
somente ha alguns anos atras foi possivel identificar os eventos moleculares responsaveis pela

iniciagdo e progressdao dos tumores humanos. Os tumores de colon e reto sdo excelentes modelos
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para os estudos e pesquisas dos mecanismos de alteragdes genéticas envolvidos no
desenvolvimento de neoplasias; os dados clinicos e histopatoldgicos sugerem que a maioria, se
nao todos, os tumores malignos de colon e reto, originam de tumores benignos pré-existentes.
Além disso, foi possivel compreender que tanto os fatores ambientais quanto os hereditarios
contribuem para o desenvolvimento de neoplasias. Os tumores de célon e reto parecem originar
da ativacdo mutacional de oncogénese juntamente com inativacdo mutacional de genes
supressores de tumor. Sdo requeridas mutagdes em pelo menos 4 genes para formagao do tumor
maligno, de forma que poucas mudangas sdo necessarias para iniciar a tumorigénese. Embora as
mutagdes ocorram aleatoriamente o total de alteragdes acumuladas sdo responsaveis pelas
propriedades bioldgicas determinantes do tumor. Em alguns casos o gene supressor de tumor
mutante parece exercer um efeito fenotipico quando presente na forma heterozigota. De modo
que alguns genes supressores de tumor podem nao ser recessivos a nivel celular. Desta forma este
modelo geral pode ser aplicado a maioria dos tumores humanos (Fearon e Vogelstein, 1990).

Aproximadamente 10% dos cénceres no endométrio originam devido a predisposicao
genética. A doenca resulta de uma deficiéncia hereditaria no sistema de reparo, MMR (mismatch
repair) (Cohn et al., 2008). Provavelmente todos os tumores malignos ¢ leucemias devem suas
origens a mutagdes somaticas, que afetam uma unica célula, que adquire vantagem seletiva de
crescimento em relagdo as suas células irmas (Nery, 1976). Em geral, varias mutagdes somaticas
adicionais sdo necessarias para o desenvolvimento da malignidade (Turker, 2000).

A instabilidade genética ¢ um passo necessario para a geracdo de mutagdes que causam o
desenvolvimento tumoral. Este conceito tem sido refor¢ado pelo estudo de instabilidade de
microssatélites e por alteragdo numérica de cromossomos. A descoberta do aumento da taxa de
mutagdo em canceres do colon e reto com a inativagdo somatica de genes de reparo (mismatch
repair) representou a primeira grande evidéncia do papel da instabilidade genética na etiologia de
canceres humanos. A instabilidade genética indica uma taxa de mutacdo elevada em relagao ao
que ¢ observado em células normais (Gorringe €t al., 2005).

O desenvolvimento de tumor ¢ coordenado pela selegdo celular, isto implica que somente
aberragdes cromossOmicas, que permitem a sobrevivéncia celular ou promovem vantagem
seletiva na divisdo celular estdo presentes no tumor. A selecdo atuard nas aberragdes
cromossomicas tanto de origem espontanea quanto as provindas de instabilidade genética

(Gorringe et al., 2005). Em seres humanos, acredita-se que ocorram de 4 a 7 eventos mutacionais,
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requerendo as vezes de 20 a 40 anos para induzir o cancer (Loeb e Christians, 1996). Em alguns
casos raros de cancer, a heranga ¢ mendeliana, e uma simples mudancga tem papel fundamental na
determinag¢do do tumor. Por exemplo, mutacdo no gene p53, regulador do ciclo celular, pode
levar ao desenvolvimento de neoplasias (Shay e Wright, 2005; Braithwaite et al., 2005). Apesar
da instabilidade genética denotar uma elevada taxa de mutagdo em relacdo a observada em
c¢lulas normais, somente as aberracdes cromossOmicas que permitem a sobrevivéncia e divisao
das células estardo presentes em um tumor (Gorringe €t al., 2005).

Os efeitos mutagénicos causados por um grande numero de compostos foram observados
em uma ampla variedade de organismos de teste. Nos efeitos, como mutagdes genOmicas,
quebras e rearranjos cromossomicos € mutagdes de ponto, o significado genético ¢ 6bvio, pois a
maioria dos tumores ¢ iniciada por mutagdes somaticas (Vogel e Motulsky, 2000). E de grande
importancia para saude publica testar as drogas e substancias quimicas, pois deste modo seria
possivel ter uma estimativa minima da carga genética adicional devida a mutagdes quimicamente
induzidas. Atualmente, poucos esforg¢os estdo sendo investidos pela sociedade para estimar os
riscos criados pelos mutagenos quimicos (Nebert e Roe, 2001). Existe, entretanto, uma crescente
consciéncia de que as substancias quimicas a serem introduzidas, com os medicamentos ou
pesticidas, devam ser testadas quanto a mutagenicidade e carcinogenicidade (Vogel e Motulsky,
2000; Snyder e Green, 2001). A toxicidade genética ndo ¢ uma medida de carcinogenicidade, mas
¢ freqlientemente usada como indicador para o cancer, uma vez que os testes mutagénicos medem
um evento inicial ou intermedidrio da tumorigénese (Fearon e Volgelstein, 1990). Assim os testes
de toxicidade genética sdo utilizados rotineiramente para avaliar o espectro toxicoldgico de
compostos quimicos ¢ medicamentos (Snyder e Green, 2001). A associacao intima de indicadores
bioldgicos, bem caracterizados e facilmente quantificados, com os mecanismos conhecidos de
ativacao de protooncogénes ou perda de fungdo de genes supressores de tumor, tem fortalecido a
importancia dos testes de genotoxicidade (Ribeiro €t al., 2003).

Os testes genotoxicos permitem identificar riscos de danos ao DNA bem como, sua
fixagdo. A fixacdo do dano em DNA na forma de mutacdes génicas, danos cromossdmicos ou
recombinagdo ¢ essencial nos efeitos hereditidrios e nos multi-passos do desenvolvimento de
tumores. Compostos que sao positivos nos testes que detectam danos genotoxicos t€m potencial

para ser carcinogénico e/ou mutagénico para os humanos (ICH, 2008).
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1.3 Obesidade

A indagacdo se a obesidade ¢ ou ndo uma doenga foi amplamente debatida nas ltimas
duas décadas. Doencas agudas como pneumonia e faringite sdo normalmente curdveis. Doengas
cronicas como hipertensdo e obesidade, por outro lado, podem ser tratadas, mas voltam a ter
remissdo e sdo de longa duracdo. A obesidade ¢ uma doenga cronica, se julgarmos do ponto de
vista do sofrimento pessoal enfrentado pelo individuo afetado, ou pelos custos para o sistema de
satide publica e a sociedade (Ravussin e Bouchard, 2000).

A obesidade resulta da disrup¢do cronica do balango energético. Em longo prazo o
balango entre energia ingerida e energia gasta, determina a quantidade de energia estocada no
corpo. Quando a energia ingerida excede cronicamente a energia despendida, ha o desequilibrio
que provoca a expansdo das células gordurosas. Hipertrofia e hiperplasia das células gordurosas
representa a unica patologia da obesidade. O aumento das células gordurosas esta associado ao
desenvolvimento de outros distirbios metabdlicos que podem desencadear outras doengas. E de
consenso que a obesidade resulta de deficiéncia no gasto energético e incapacidade de controlar a
ingestdo de alimentos, num ambiente propicio ao sedentarismo, no qual os alimentos com altos
valores energéticos e palataveis sdo facilmente obtidos (Ravussin e Bouchard, 2000).

Uma importante questdo suscitada é por que o aumento do estoque de gordura nao produz
um sinal para o cérebro reduzir a ingestdo de alimentos em algumas pessoas, mas o faz em
outras? Uma outra questdo ¢ por que algumas pessoas ndo sdo capazes de aumentar sua taxa
metabolica ou atividade fisica para equilibrar com o alto nivel calorico ingerido?

Desde a descoberta da leptina, ha alguns anos atras, ficou conhecido que a obesidade nao
¢ devida apenas a falta de controle que resulta em indoléncia e glutonaria, mas pode também ser
conseqiiéncia de defeitos metabolicos, apesar disso, preconceito e discriminagdes ainda aflige a
vida dos obesos. O estigma derivado do culto a magreza adotado por mentes acriticas, provocam
descontentamento geral em relagdo a massa corporal. Embora o impacto da obesidade possa
afetar de forma mais direta o individuo obeso e seus familiares; ela ¢ um problema de saude
publica e deve ser enfrentado por toda a sociedade. A obesidade ¢ uma doenga cronica com
consideraveis conseqiiéncias pessoais e sociais. A industria farmacéutica, avida por lucros,
percebe nisso enorme oportunidade para ampliar seu poderio econémico, caso desenvolva drogas

anorexigenas eficazes e seguras (Ravussin e Bouchard, 2000).
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A obesidade resulta de um conjunto de transtornos patologicos, cuja caracteristica
principal ¢ a expansao da gordura corporal acima dos limites fisiologicos. Os fatores etioldgicos
da obesidade ainda ndo estdo totalmente esclarecidos, mas ¢ evidente que estd presente o
componente genético bem como fatores ambientais, habitos alimentares, estilo de vida, atividades
fisicas, grau de educagdo e habitos sociais na expressdo clinica da doenca (Silveira e Carraro,
2005).

Muitos pesquisadores acreditam numa solucdo para o problema pela terapia génica.
Enquanto a terapia génica ndo conseguir reparar possiveis danos em genes envolvidos na
etiologia da obesidade, ela continuara sendo tratada como uma enfermidade cronica cuja
manifestagdo clinica s6 pode ser controlada através de medidas constantes e apropriada. A terapia
farmacolégica ¢ uma importante aliada no tratamento da obesidade, ainda mais, se for
combinadas com medidas dietéticas, atividades fisicas, mudan¢a de comportamento e sociais, €
quando falham todas estas tentativas recomendam-se a cirurgia bariatrica, que ¢ um ato invasivo
e nao deve transformar-se em modismo. Num individuo obeso os mecanismos que regulam o
balango energético estdo afetados em um ou mais niveis, de forma que a ingestdo calorica ¢
cronicamente superior a energia dissipada pelo organismo. O excedente energético se acumula
progressivamente na forma de triglicérides no interior dos adip6citos. Desse modo a terapia
farmacologica visa atuar tanto no sentido de reduzir a ingestao calorica, intervindo a nivel central
e periférico sobre o controle do apetite, da saciedade e da ingestdo alimentar; quanto no sentido
de regular a energia consumida pela elevagdo da termogénese. A maior dificuldade no tratamento
¢ encontrar uma droga ideal que associe efetividade na redu¢do da massa corporal com seguranca
toxicologica. A classe de recursos farmacologicos que mais se desenvolveu sdao a dos
anorexigenos derivados direta ou indiretamente da anfetamina (Silveira e Carraro, 2005).

Deve-se deixar claro que a terapia farmacoldgica, ¢ um recurso adicional no contexto
integral do tratamento da obesidade; deve ser recomendada quando o indice de massa corporal
for maior ou igual a 27 kg/m’® se coexiste outra enfermidade ou notar riscos metabdlicos e
cardiovasculares ou, 30kg/m’ independente de outras comorbidades (Silveira e Carraro, 2005).

A deposicao de tecido adiposo nas visceras intra-abdominais caracteriza a obesidade
central. Normalmente ¢ avaliada pela circunferéncia do quadril, e ¢ considerado o maior fator de
risco para o desenvolvimento de hipertensdo, elevacdo da concentracdo de insulina plasmatica e

resisténcia a insulina, hiperglicemia e hiperlipidemia (sindrome metabolica). O preocupante ¢ que
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o risco de perda da satide esta associado com aumento da massa corporal, e ocorre principalmente
em criangas ou pessoas jovens (Kopelman, 2007).

Para classificar o individuo com sobrepeso ou obeso usa-se o indice de massa corporal. O
(IMC) ¢ definido como a massa corporal em quilogramas (Kg) dividida pelo quadrado da altura
corporal em metros (m). O IMC de 19 a 25 Kg/m® ¢ considerado normal para individuos entre
19-34 anos de ambos os sexos (Behar, 2002). Individuos com IMC > 25Kg/m* sio enquadrados
no grupo com sobrepeso, e individuos com IMC > 30K g/m” sio classificados como obesos (Calle
etal., 2003).

A medida da massa ¢ apenas um simples indice antropométrico de excesso de gordura no
corpo; pois através dela ndo se distingue a massa estrutural do corpo (musculo, ossos, dgua
extracelular) de tecido adiposo, de modo que a medida de massa ajustada a altura oferece melhor
aproximacdo da proporcdo ou da quantidade total de tecido adiposo no corpo do que apenas a
massa isolada.

A obesidade alcangou proporcdes epidémicas globais com mais de 1 bilhdo de individuos
adultos com sobrepeso, e ndo menos que 300 milhdes dos quais clinicamente obesos. Pessoas
com sobrepeso ou obesidade t€ém maior possibilidade de desenvolver doengas cronicas como
diabetes tipo II, doencas cardiovasculares, hipertensdo, derrames e certas formas de cancer.
Como conseqiiéncia direta aumenta o risco de morte prematura e reduz a qualidade de vida
(Bianchini et al., 2002; WHO, 2006).

Na maioria das pessoas a massa corporal ¢ mantida em condigdes estaveis. Os humanos
podem manter a mesma massa corporal por muitos anos; para ter uma massa constante deve
haver equilibrio no balanco energético. Um numero crescente de pessoas, incluindo criangas
sofre de obesidade, principalmente nas sociedades ocidentais. Criangas com sobrepeso possuem
maiores riscos de se tornarem adultos com sobrepeso. Nos Estados Unidos da América, a
prevaléncia de obesidade ¢ muito alta. De 1999-2002, 65% dos adultos estavam com sobrepeso e
destes 30,4% sdo obesos, 16% das criancas (6—19 anos) estavam com sobrepeso. Em 2002 a
prevaléncia de obesidade na Europa variava de 9% na Italia a 30% na Grécia. De forma que o
aumento da obesidade esta ocorrendo em todas as idades, géneros e grupos étnicos (Baskin et al.,
2005; Klok et al., 2007). Também, a transi¢ao econdmica experimentada por muitas nagdes em
desenvolvimento, tem sido associada a diminui¢do do nivel de atividades fisicas destas

populagdes, ¢ conseqilientemente com aumento dos indices de obesidade (Bianchini et al., 2002).
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A morbidade aumenta gradualmente com o aumento do IMC. Entretanto, muitos
pesquisadores afirmam que os mecanismos relacionados ao equilibrio da ingestdo e gasto de
energia, envolvidos na determinacdo da massa corporal, ¢ um complexo sistema incluindo fatores
periféricos e centrais. Dois hormonios importantes na regulagdo da ingestdo de alimento e massa
corporal sdo leptina e grelina. Ambos originados perifericamente, mas enviam sinais para o
cérebro particularmente para o hipotalamo. No hipotdlamo a ativacao de receptores de leptina e
grelina sinalizam uma cascata que leva a mudanca na ingestao de alimentos (Klok, 2007).

O controle do apetite em humanos resulta de uma complexa interagdo envolvendo fatores
neuroanatdomicos, genéticos, endocrinoldgicos, patofisiolégicos, nutricionais, fisicos,
psicoldgicos, e socio-ambientais resultando na experiéncia perceptivel de fome e saciedade. O
apetite e saciedade sdo mediados por complexas vias de sinalizacdo neuroenddcrina que envolve
mais de 40 hormdnios, neuropeptideos, enzimas € outros mensageiros quimicos € seus receptores.

Apesar de haver varios peptideos com potencial para desenvolvimento de drogas anti-
obesidade, somente 4 classes de agentes estdo aprovadas: catecolaminas estimulantes, inibidores
da recaptacdo de serotonina e noradrenalina, inibidores de lipase e antagonista do receptor
canabinodide-1. Os efeitos clinicos destas drogas conferem uma singela melhoria e muitos efeitos
negativos nos tratamentos a longo prazo (Atkinson, 2008).

Em todo mundo, o sobrepeso e a obesidade causam mais mortes que a subnutri¢do. A
combinac¢do destes riscos relacionados a dieta e a inatividade fisica em paises de baixa e média
renda ¢ similar ao causado pelo HIV/AIDS e tuberculose. Na atualidade 65% da populagdo
mundial vive em paises onde a obesidade e sobrepeso mata mais pessoas que a subnutricdo
(WHO, 2009).

Até recentemente, as pesquisas sobre equilibrio energético e obesidade enfatizavam
apenas as vias neuroendocrinas, envolvidas no controle da ingestdo de alimento pelo hipotalamo,
e nos mecanismos periféricos de dispéndio de energia. O tecido adiposo branco tem na atualidade
chamado a ateng¢do de pesquisadores por ser considerado o maior Orgdo de sinalizacdo e
endocrino do organismo (Trayhurn, 2007).

A obesidade ¢ um problema global, cujo controle envolve esfor¢o pessoal,
governamental, pesquisas cientificas, aperfeicoamento cultural e reestruturacdo das condig¢des

humanas para viverem na modernidade técnico-cientifica.
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1.4 Obesidade e Cancer

A obesidade ¢ uma condigdo sub-inflamatoria que representa fator de risco para o
desenvolvimento de cancer e varias outras doengas. O tecido adiposo secreta fatores biologicos
ativos, como a leptina que tem conhecida atividade pré-inflamatoria ou mitogénica. Tanto a
inflamacdo cronica quanto a proliferagdo celular, s3o considerados fatores importantes para o
desenvolvimento do cancer. Na atualidade, diversos recursos fitoquimicos tém sido mais bem
explorados por apresentarem propriedades que inibem a proliferagdo celular (Schnabele et al.,
2009).

O cancer de endométrio ¢ a doenca ginecologica maligna mais comum nos Estados
Unidos da América, enquanto a obesidade ¢ um dos conhecidos fatores de risco para o
desenvolvimento de cancer do endométrio. A associacdo entre o aumento da massa corporal e
cancer do endométrio, ¢ hipoteticamente atribuida a um ambiente rico em fatores mitogénicos, ou
elevado nivel de estrogenos circulantes. Este ambiente possivelmente desenvolve, ou devido a
aromatizacao dos estrogenos no tecido adiposo, ou devido a diminuicdo dos hormonios sexuais
ligados a globulina. Estudos moleculares do cancer do endométrio identificaram varias alteracdes
genéticas que desempenham papel critico no desenvolvimento de malignidade. A instabilidade de
microssatélites ¢ um fenotipo normalmente encontrado em céancer de colon, ¢ também sio
encontrados associados com 20-30% de cancer do endométrio. Normalmente a replica¢do de erro
¢ corrigida pelo sistema de reparo de DNA (mismatch repair). O mal funcionamento deste
sistema, resulta em replicacdo dos erros juntamente com os microssatélites, originando o que
denominam instabilidade de microssatélites (McCourt €t al., 2007).

O risco de cancer em pessoas obesas ¢ similar ao risco de cancer de usuarios de tabaco, de
acordo com “Americam Cancer Society”. Segundo alguns especialistas, a obesidade pode
brevemente superar o tabaco, tornando-se a primeira causa de mortes evitaveis (Calle et al.,
2003).

A massa corporal elevada afeta intensamente determinados fatores metabolicos, que
exercem papel de destaque no aumento do risco de cancer. Estes fatores sdo representados
principalmente pelo nivel de peptideos e hormdnios esterdides circulantes, e seus fatores de
ligag@o. A insulina circulante aumenta linearmente seu nivel com o aumento do IMC, tanto em
homem quanto, em mulher. Devido ao consumo excessivo de calorias e ganho de peso os tecidos

tornam-se resistentes a insulina e, o corpo tenta compensar isso produzindo mais insulina, o que
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resulta em hiperinsulinemia cronica. A obesidade, em particular a obesidade abdominal ¢ o maior
fator determinante de resisténcia a insulina e hiperinsulinemia. Os fatores de crescimento ligado a
insulina (IGFs) sdo mitdgenos que regulam os processos de crescimento dependentes de energia.
O IGF-1 estimula a proliferagcdo celular e inibe a apoptose e ¢ considerado possuidor de forte
efeito mitogénico, afetando uma ampla variedade de linhagem de células tumorais. A sintese de
IGF-1 e sua principal proteina de ligagao IGFBP-3 (Insulin-like Growth Factor Binding Proteins)
sao reguladas pelo hormonio de crescimento (GH), produzido na glandula pituitaria (hipdfise). A
obesidade e outras condi¢des relacionadas com a hiperinsulinemia cronica diminuem o nivel de
proteinas de ligacdo ao IGF e em conseqiiéncia aumenta o nivel plasmatico de IGF-1 livre. A
insulina ¢ o IGF-1 livre interagem e regulam a sintese e biodisponibilidade de hormonios
esteroides importante no prognodstico de certos tumores. A hiperinsulinemia cronica inibe a
sintese hepatica de hormonios sexuais ligados a globulinas (SHBG), e aumenta a
biodisponibilidade de androgenos e estrogenos ndo ligados a globulinas (Calle, 2007).

O excesso de massa corporal e a obesidade podem ter papel significativo no nimero de
morte por cancer 7 - 41% de certos tipos de canceres sdo atribuidos ao sobrepeso e obesidade
(WHO, 2009). O resultado de um estudo que envolveu em torno de 1 milhdo de pessoas, indicou
que 14% de mortes por cancer em homens ¢ 20% em mulheres, podem ser devido ao sobrepeso e
a obesidade. Pessoas com sobrepeso € obesos tém alto risco de morte por varios canceres,
incluindo esofago, colon, reto, figado, vesicula biliar, pancreas, rim, linfoma e mieloma multiplo,
quando comparado com pessoas de peso normal (Calle et al., 2003). Os pesquisadores ndo estao
certos de como a obesidade pode aumentar o risco de morte por cancer, mas sugerem que o alto
nivel de hormonio, comum em pessoas com elevados IMC, possa predispor ao cancer (Calle et
al., 2003).

Para tratamento medicamentoso da obesidade, muitos individuos usam uma série de
substancias (formulas para emagrecimento), que ndo apresentam respaldo cientifico (Fridman,
2000). Essa estratégia, além de perigosa, ndo traz beneficios em longo prazo, fazendo com que o
paciente retorne ao peso anterior ou até ganhe mais peso do que o seu inicial (Almeida et al,
2000; Behar, 2002)

Em um trabalho realizado por Almeida et al., (2000), na regido de Araraquara, Estado de
Sdo Paulo, Brasil, verificou-se que 40% dos medicamentos para obesidade classificados

comercialmente como produtos naturais, continham anorexigenos e diazepam (ansiolitico). Em
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relagdo ao Brasil, o relatorio da JIFE (Junta Internacional de Fiscalizagdo de Entorpecentes),
publicado em marco de 2005, revela um consumo exagerado de moderadores de apetite e solicita
que o governo tome providéncias para enfrentar essa questdo. Segundo o relatério, houve um
aumento de 500% no consumo de anorexigenos entre os anos de 1998 a 2005 (JIFE, 2005). O
consumo de anorexigenos no Brasil ¢ de, aproximadamente, 23,6 toneladas por ano e 60% da
producdo mundial de femproporex, ¢ usada por laboratorios farmacéuticos e farmacias de
manipulagdo brasileiras (Almeida et al, 2000). Este uso macigo de substancias anorexigenas pode
estar contribuindo para aumentar o risco do desenvolvimento de tumores.

O grupo de trabalho sobre estratégias preventiva para cancer da “The International
Agency for Research on Cancer (IARC)” publicou avaliagdo da literatura referente a massa
corporal e cancer que considera os aspectos epidemioldgicos, clinicos e dados experimentais. E
concluiram que a redu¢do do ganho de massa estd associada a redu¢@o do risco de desenvolver
cancer de colon, mama, endométrio, rim e esofago (IARC, 2002).

Ao estudarem os efeitos da perda de peso na prevencdo de cancer de mama, e do
endométrio concluiram que a perda de peso, reduz significativamente, o risco de
desenvolvimentos destes canceres durante a vida do individuo. Uma associag¢do entre sobrepeso e
obesidade com cancer em varios locais no organismo € consistente com estudo em modelos
animais e, a restricdo caldrica diminui significativamente a incidéncia de tumores espontaneos e
induzidos por carcindgenos, bem como, a metastase, o tamanho e crescimento. Os possiveis
mecanismos envolvidos nestas observagdes incluem: alteracdo do metabolismo de carcindgenos,
diminui¢do do dano oxidativo, aumento da capacidade de reparo de DNA e redu¢do do nivel de

IGF-1 em animais com restri¢ao caldrica (Calle, 2007).

1.5 Anorexigenos

Hipoécrates afirmou que a melhor maneira para perder peso é comer menos, € exercitar
mais. Vinte e quatro séculos depois a dieta e o exercicio ainda sdo os melhores tratamentos
aconselhados aos pacientes. Modificagdo comportamental ou terapia comportamental ¢ agora
padrao em muitos programas de tratamento da obesidade. O objetivo ¢ mudar o estilo de vida do
paciente oferecendo lhe suporte para aumentar a atividade fisica, e diminuir a ingestdo de

alimentos. Para alcancar isto muitas estratégias t€ém sido desenvolvidas como, por exemplo:
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comecar um trabalho com as criangas e envolver todos os seus familiares, tem obtido bastante
sucesso.

A literatura apresenta que a maioria dos individuos que experienciam perda de peso no
inicio das terapias normalmente voltam a ganhé-los entre 1 e 5 anos depois. Por esta razdo a
mudanca voluntaria de comportamentos parece nao ser suficiente para o sucesso do tratamento e
muitos pacientes obesos necessitam do suporte medicamentoso (Ravussin e Bouchard, 2000).

O surgimento de modernos medicamentos para obesidade reporta ao século passado com
o uso de extratos da tiredide. Entretanto os hormonios da tiredide cairam em desuso, devidos a
seus efeitos adversos nos sistemas cardiovascular e muscoloesquelético. Nos anos de 1920, foi
descoberto o dinitrofenol ao constatar que trabalhadores expostos a este produto quimico perdiam
massa corporal. Este efeito era devido ao desacoplamento da fosforilagdo de ATP do consumo de
oxigénio. No entanto, verificaram logo que o tratamento com dinitrofenol estava também
associado com neuropatias e catarata. Entdo as anfetaminas foram introduzidas mostrando
eficdcia no tratamento da obesidade, mas também apresentam efeitos adversos. Apesar das
limitacdes das formas correntes de tratamento ¢ agora bem aceito que drogas seguras e eficazes
devem ser produzidas. Ha pelo menos 30 anos muitos esforcos t€m sido feitos para definir os
mecanismos pelos quais a obesidade pode ser tratada (Ravussin e Bouchard, 2000).

Muitas drogas sao usadas como moduladores da ingestdo de alimentos, a maiorias pelos
seus efeitos nas monoaminas, como noroepinefrina, serotonina e dopamina. Drogas
serotoninérgicas como as fenfluraminas e dexfenfluraminas foram desenvolvidas e aprovadas
para uso humano, até constatar que a dexfenfluramina sozinha ou em combinagdo estava
associada com problemas valvulares, e entdo, foi retirada imediatamente de circulagdao. No
mercado Americano h4 apenas duas drogas aprovadas para uso no tratamento de obesidade na
atualidade, a sibutramina e o orlistat. A sibutramina ¢ uma droga simpatomimética que aumenta a
recaptacdo central de noroepinefrina, serotonina e em menor extensdo de dopamina (Ravussin e
Bouchard, 2000).

A sibutramina foi inicialmente avaliada nos anos de 1980, como um antidepressivo em
potencial devido ao seu mecanismo de agdo ser similar ao dos antidepressivos triciclicos.
Observando que no tratamento de pessoas com depressdo, principalmente obesas, ocorria
significante reducao da massa corporal. A partir destas observagdes passou-se a empregar a droga

no tratamento da obesidade (Kelly, 1985). A sibutramina também aumenta a energia despendida.
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Ela ¢ um agente de agdo central que inibe a recaptacdo de serotonina e noradrenalina liberada de
neurdnios hipotalamicos.

O orlistat ¢ um inibidor de lipase hepdtica e pode ser classificada como uma droga que
altera o metabolismo, através da inibicdo gastro-intestinal da absorcdo de triglicérides. Na
atualidade ndo ha droga aprovada nos Estados Unidos da América cujo efeito ¢ aumentar a
termogénese, para tratamento da obesidade. Entretanto a cafeina e a efedrina tém apresentado
resultados preliminares com efeito moderado na perda de peso (Ravussin e Bouchard, 2005).

O dinitrofenol foi a primeira droga termogénica sintética usada para tratar obesidade. Seu
mecanismo de agdo impede o acoplamento da fosforilagdo oxidativa para a geracdo de ATP. Nos
anos de 1930, foi responsavel pela morte de varias pessoas o que levou as autoridades a retira-la
rapidamente do mercado. Com a extragdo da Efedrina de uma planta Chinesa (Ephedra sinica)
foi possivel sintetizar, em 1933, a anfetamina, droga estimulante muito consumida por militares
durante a Segunda Guerra Mundial, apesar de esta droga inibir a fome e a ingestdo de alimentos
ela provoca dependéncia quimica e ¢ usada abusivamente. Na tentativa de producao de drogas
menos agressivas foi sintetizado nos anos de 1960, a fentermina, dietilpropiona e mazindol.
Todas estas trés drogas t€ém mecanismo principal de a¢do na liberacdo e bloqueio da recaptacao
de noradrenalina em neurdnios hipotalamicos; apesar de ter baixo potencial de abuso estas drogas
interferem no sono causando desagradavel estado de estimulagdo. Ainda nos anos de 1960 foi
desenvolvida a fenfluramina, e nos anos de 1980 a dexfenfluramina. A fenfluramina atua na
liberagdo e inibi¢do da recaptacdo de serotonina em neurdnios pré-sindpticos dentro do nucleo
paraventricular do hipotalamo. A dexfenfluramina (D-isomero) possui forte atividade liberadora
de serotonina e inibidora de sua recaptacdo, enquanto o L-isdmero possui forte atividade
dopaminérgica. Estas drogas sdo relatadas por causar muitas reacdes adversas inclusive graves
problemas cardiacos. Devido aos efeitos secundarios elas foram retiradas do mercado em 1997.

Outras drogas agonista da serotonina avaliadas para tratamento da obesidade inclui os
inibidores seletivos da recaptagdo:fluoxetina, fluvoxamina e sertralina. Estas drogas sdo
freqlientemente usadas para tratamento de depressdo, mas sdo relatadas por produzir perda de
peso, porém se associadas com antidepressivos triciclicos provocam ganho de peso. Um
medicamento antiobesidade recentemente retirado do mercado nos USA foi o fenilpropanolamina
esta droga ¢ uma mistura racémica de ésteres de noroefedrina e sua acdo predominante e o

estimulo de adrenoceptores epitaldmicos reduzindo o apetite ¢ aumentando a termogénese. Foi
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retirada do mercado por estar associada com acidente vascular cerebral (Ravussin e Bouchard,

2000).

Classificacdo dos Far macos Anor exigenos:

Farmacosinibidores da absor ¢do de nutrientes

Orlistat ou tetrahidrolipostatina, ¢ um inibidor enzimatico seletivo da lipase pancreética;
Fibras soluveis: goma guar (Cyamopsis tetragonolobus), glucamanano (Amorphophallus
konjac), (Plantago psyllum) ou (Plantago ovata), dao a sensacdo de saciedade e retarda o

esvaziamento gastrico e a absorcao de glicose.

Farmacos que reduzem o apetite e aumenta a saciedade

I - Farmacos modificadores da neurotransmissdo de monoaminas

Sibutramina (cloridrato de sibutramina), ¢ um inibidor seletivo da recaptacdo de
serotonina e da noroadrenalina com capacidade também de bloquear a recaptagdo de
dopamina,;

Fentermina, potencializador da liberagdo e inibidor da recaptagdao de noroadrenalina;
Mazindol, inibidor da recaptacdo de noradrenalina;

Dietilpropiona (anfepramona), potencializador da liberagdo de noroadrenalina e
serotonina;

Benzfetamina, fenmetrazina e fendimetrazina, agonistas 1;

Fenfluramina e dexfenfluramina, potencializadoras da liberacdo e inibidoras da

recaptagdo pré-sinaptica de serotonina.

II - Farmacos modificadores seletivos da neurotransmissao de serotonina

fluoxetina, paroxetina, fluvoxamina e sertralina, inibidores seletivos da recaptagdo de

serotonina.

IIT - Farmacos anticonvulsivantes (antiepiléticos)

valproato e gabapentina, promovem hiperfagia e a zonisamida e topiramato suprimem o

apetite.

IV - Farmacos derivados de peptideos gastrointestinais.

Pramlintida andlogo da amilina;

PYY analogos do peptideo tirosina-tirosina;

13
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e analogos dos peptideos similares ao glucagon (GLP1) como a exenatida e liraglutida.
V - Farmacos que atuam sobre o sistema endocanabindide
e Rimonabant ¢ um bloqueador seletivo do receptor CB1, o bloqueio dos receptores CB1
diminui o desejo por comida.
VI - Farmacos derivados de outros hormoénios
e Transcrito Regulado por Anfetamina e Cocaina (CART) e a Pro-Opiomelanocortina
(POMC) diminui a ingestao de alimento pela ativagao
dos receptores de melanocortina (MCR) 3 e 4;
e Leptina regula a ingestdo caldrica
VII. - Agentes modificadores do metabolismo da insulina e dos carboidratos
e Inibidores da proteina-tirosina fosfatase 1B, antagonistas do PPAR-y, agonistas da
somatostatina e a adiponectina;
e Metformina reduz a absorcao intestinal de glicose.
VIII - Farmacos que estimulam o consumo energético basal
e agonistas seletivos B3, estimula a lip6lise;
e homologos das proteinas desacopladoras (UCP 2 e 3), estimula a dissipag¢do de energia;
e cfedrina e cafeina estimula o sistema simpatico (o y pB);

e Indanonas/indanoles, aminoster6is inibidores da lipase gastrointestinal (Ravussin e

Bouchard, 2005).

A obesidade ¢ uma desordem multifatorial que atinge propor¢ao epidémica e representa a
maior preocupacao na atualidade para as autoridades de saude publica. A WHO estima que em
2015, 700 milhdes de individuos adultos estardo obesos. A intervengdo com tratamentos a base
de drogas ¢ uma alternativa para combater a crescente incidéncia da doenga. Entretanto ha
relativamente poucas drogas anti-obesidade disponiveis. Internacionalmente somente 4 fairmacos
sdo aprovados: a fentermina, um anorexigeno estimulante de catecolamina; a sibutramina,
inibidor da recaptagao de serotonina e noradrenalina; o orlistat, inibidor da lipase € o rimonabant,
antagonista do receptor CB-1. Trés deles (fentermina, sibutramina e rimonabant) tém como alvo
de a¢do o sistema hipotalamico e um (Orlistat) a lipase pancreatica e gastrica (Atkinson, 2008).

O “United States Food and Drug Administration” (FDA) aprovou anteriormente a

comercializacdo do orlistat, da sibutramina e da fentermina, mas o rimonabant ainda aguarda
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aprovacao para sua comercializacdo. Outras drogas como: topiramato, diazoxida, dietilpropiona,
naltrexona, sertralina, metformina, fendimetrazina e fluoxetina sdo usadas com limitado sucesso

no tratamento de obesidade (Atkinson, 2008).

1.6 Fitoterapicos

Desde os tempos imemoriais, as pessoas utilizam os recursos animais € vegetais para
sanar suas necessidades. Temperos, ervas, frutos, nozes, gomas, cogumelos, forrageiras, fibras
usadas para constru¢do de abrigo, roupas e utensilios, produtos de origem animal e vegetal para
uso medicinal, cosmético e cultural; sdo exemplos desta dependéncia humana. Diariamente
milhdes de pessoas, grande parte, em paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento, dependem
significativamente dos produtos de origem animal e vegetal para suas subsisténcias. Nos paises
considerados desenvolvidos também uma parcela da populacdo recorre a estes recursos por
questdes culturais ou econdmicas.

Dentre os usos, as plantas medicinais possuem um papel de destaque ndo somente pelo
uso na medicina tradicional por muitas culturas, mas também por ser comercializada com
“commodities” para mercados de todo o planeta (Hamilton, 2005). Nos paises em
desenvolvimento uma parcela significante da populagdo usa a medicina popular (folclorica) para
sanar seus problemas de saude. Dentre as praticas comuns incluem o uso de extrato de plantas
contendo uma diversidade de moléculas, que normalmente, ndo se conhece os efeitos bioldgicos
(Konan et al., 2007).

Aproximadamente 2/3 das espécies de plantas superiores do planeta ocorre nas florestas
tropicais da América do Sul, Africa, Asia e Australia (Pushpangadan e Nair, 2005).

O numero de espécies de plantas, que sdo usadas com finalidades medicinais, por pessoas
de distintas culturas no mundo, pode ser apenas estimado. A WHO estimou que nos anos de 1970
usavam 21.000 espécies de plantas medicinais; entretanto se levarmos em consideracdo a
porcentagem de uso nos mais diversos paises do globo e a diversidade de aproximadamente
300.000 espécies de plantas superiores (Faner6gamas) conhecidas ¢ possivel estimar que 35.000
—70.000 sao utilizadas para fins medicinais (Schippmann et al., 2002; Hamilton, 2005).

Os produtos fitoterapicos tiveram aumento consideravel de seu uso nos ultimos tempos.
Segundo a Organizacdo Mundial de Satide (OMS) a estimativa para o inicio da primeira década

de século XXI, ¢ que, somente o mercado europeu de produtos naturais, movimente 500 bilhdes
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de Euros em vendas. Entre 1990 e 1997 o uso de medicamentos fitoterapicos entre cidadaos dos
Estados Unidos da América aumentou em aproximadamente 400% (IARC, 2002).

Cada vez mais as pessoas dos paises em desenvolvimento aumentam a dependéncia por
plantas medicinais para seus cuidados primarios da satide. Em estimativa feita pela WHO
afirmam que mais de 80% da populacdo mundial acredita somente, ou na maioria das vezes, nos
remédios da medicina tradicional para seus cuidados de saude. Esta tendéncia nao se justifica
apenas pelo aumento demografico, mas ¢ também devido ao modismo da volta ao natural, aos
produtos ambientalmente saudaveis (Hamilton, 2005).

Em geral a demanda por plantas medicinais e remédios a base de ervas e o seu
renascimento em paises desenvolvidos ¢ motivado pelos seguintes fatores: aumento do custo dos
medicamentos alopaticos, aumento dos cuidados preventivos, interesse individual, da
comunidade e do governo em estimular o autocuidado com a satide, interesse da comunidade e de
governos em diminuir o desenvolvimento industrial baseado nos recursos da biodiversidade,
aumento do sucesso na validagdo da seguranga e eficacia de remédios a base de ervas, legislagao
melhorando o status da industria de remédios a base de ervas, interesse renovado da industria em
isolar e usar produtos componentes de plantas,pesquisa de novas drogas e tratamento de doencas
resistente as drogas existentes, estratégia de marketing de empresas que comercializam
fitoterapicos (Hamilton, 2005).

O fato intrigante ¢ que o aumento no consumo nem sempre ¢ respaldado pela garantia da
qualidade do produto. A alta incidéncia de casos de intoxicagdo relacionada ao uso de
fitoterapicos demonstra que seu consumo nao esta isento de risco (IARC, 2002).

A quantidade e a qualidade dos dados de eficacia e seguranca em medicina tradicional estao
distantes dos critérios ideais para sustentar seu uso em todo o mundo. A razio para a caréncia de
dados de pesquisa ndo ¢ somente devido a falta de politicas de saude publica, mas também,
devido a falta de adequada e aceitavel metodologia de pesquisa para avaliacdo dos produtos da
medicina tradicional. Também deve ser lembrado que ha muitos dados publicados e nao
publicados em vérios paises sobre medicina tradicional, que devem ser posteriormente avaliados
quanto a sua seguranca ¢ eficacia para melhorar a qualidade da pesquisa.

A avaliagdo de produtos da TM (traditional medicine)/CAM (complementary and
alternative medicine) como os remédios a base de ervas, bem como, a correta identificacdo da

planta, e o isolamento de seus principios ativos sdo muito dificeis. As propriedades das plantas
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medicinais sdo influenciadas pelo periodo da coleta e area de origem, incluindo as condi¢des
ambientais; somando-se ao fato que uma simples planta medicinal pode conter centenas de
constituintes naturais. Estabelecer qual constituinte ¢ responsavel pelo efeito pode ser uma
atividade laboriosa e cara. De forma que, dado a popularidade do uso de plantas medicinais em
todo o mundo e os limitados recursos € necessaria ampla avaliagdo com urgéncia (WHO, 2002).

A escassez de estudo ¢ revelada pela busca de artigos indexados sobre o tema. Durante o
periodo de 1966-1996 apenas 0,4% dos artigos listados pelo MEDLINE abordavam o assunto
medicina alternativa. Também o fato de apenas 3% dos 771 casos de efeitos adversos de drogas
registrados pela WHO no inicio de 1997, envolver plantas medicinais, pode apontar para o baixo
nivel de monitoramento deste recurso, ao invés de indicar que os efeitos adversos das plantas
medicinais sdo poucos (WHO, 2002).

A WHO prescreve as seguintes recomendacdes para melhorar a seguranca, eficicia e
qualidade de TM/CAM a nivel regional e global: regulamentacdo e registro de medicamentos a
base de plantas; monitoramento da seguranca no consumo de fitoterapico ou outros TM/CAM,
apoio para pesquisa clinica do uso de TM/CAM para problemas de saide comumente tratados no
pais, padroniza¢do nacional, diretrizes técnicas e metodologicas para avaliagdo da seguranga,
eficacia e qualidade de TM/CAM, farmacopéia nacional e monografia de plantas medicinais;
acesso ao conhecimento existente de TM/CAM pela troca de informagdes acuradas e grupo de
estudo, apresentar os resultados de pesquisas sobre uso de TM/CAM para tratamento de doencas
comuns, evidenciar, baseado na seguranca, eficacia e qualidade de TM/CAM produtos e terapias
(WHO, 2002).

Os produtos extraidos de plantas medicinais podem causar intoxicacdes semelhantes as
observadas com as drogas sintéticas, e pesquisas sistematicas sdo requeridas para suprir o vazio
entre o conhecimento atual e o uso seguro dos medicamentos. Atualmente os fitoterdpicos sdo
muito usados em programas de reducdo de massa corporal e melhoria da condigdo fisica, sem o
minimo respaldo cientifico. Até recentemente poucos dados estavam disponiveis sobre estudos
mutagénicos com esses produtos (Ernst, 2004; Rietjens et al., 2005). Em 1992 na Bélgica,
mulheres que participavam de um programa de redu¢do de massa corporal, utilizando uma
mistura de ervas orientais, apresentaram fibrose renal e houve um aumento significativo na

prevaléncia de tumores do urotélio, da pelve renal, ureter e bexiga urinaria (IARC, 2002).
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Em um estudo realizado com 2695 pacientes admitidos no “Taiwan Departament of
Medicine” (Republica da China) durante 10 meses, verificou-se que 4% destes apresentavam
problemas relacionados com drogas; e os fitoterdpicos estdo em terceiro lugar nas causas destas
complicagdes clinicas. O uso de vegetais “in natura” foi responsavel por 12% de todas as
admissdes observadas pelo programa de “Adverse Drug Reaction” em Taiwan (Ernst, 2004).

Espécies de plantas do género Aristolochia sdo responsaveis por nefropatias e cancer
urotelial. Plantas contendo derivados de antraquinona (1- hidroxiantraquinona) induz
adenocarcinomas intestinal em ratos. A planta Rubia tinctorum que contém: 1,3 dihidroxi-2-
hidroximetilantraquinona, causa discreto aumento de carcinoma hepatocelular, adenomas e
carcinoma do cortex renal em ratos (IARC, 2002).

O alcaldide pirrolizidina, encontrado em uma grande variedade de plantas, dentre elas
muitas sdo utilizadas na medicina popular (género Senecio), ¢ capaz de induzir o
desenvolvimento de cancer em roedores, nas condigdes laboratoriais (Prakash et al., 1999). A
ridellina, encontrada em Senecio ridelli e outras espécies de Senecio, incluindo S. longilobus,
muito usadas em preparagdo de cha no sudoeste dos Estados Unidos da América, ¢ capaz de
induzir hemangiosarcoma hepatico, adenomas bronquio-alveolar, carcinoma hepatocelular, e
leucemia em células mononuclear de roedores (IARC, 2002).

O confrei, fitoterapico usado para preparagdao de chas, contém altos niveis de alcaldides
pirrolizidinicos, e pode ser diretamente toxico para seres humanos (Prakash et al., 1999). Muitos
alcaloides pirrolizidinicos sdo efetivamente carcinogé€nicos e mutagénicos. O consumo regular de
chas de determinadas plantas podem aumentar o risco de cancer em humanos, principalmente se
tomados sem orientagdes técnicas. Portanto, ¢ preciso estar atento e acabar com a crenca de que
remédio natural pode ndo fazer bem, mas também nao faz mal (Ferguson, 1999).

A pesquisa contemporanea de novas moléculas tem apostado no conhecimento da etnobotanica e
da etnofarmacognosia. Estes conhecimentos estdo sendo usados como guias para conduzir a
descoberta de diferentes e, novas classes de compostos (Gurib-Fakim, 2006). Baseado no
conhecimento da etnomedicina alguns fitotérapicos tem sido desenvolvidos, entre estes os
relacionados a prevencdo e tratamento de desordens psiquidtricas que constitui uma area em
pleno crescimento (Costa et al., 2004). Nas ultimas duas décadas numerosas publica¢des tém
descrito a importancia que os produtos naturais representam no desenvolvimento de novos

medicamentos ou fitoterapicos (Patwardhan, 2005). Conseqlientemente varios trabalhos também
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sdo publicados assinalando o potencial toxicoldgico destes produtos (Aguilar-Santamaria et al,
2007).

As plantas contribuem substancialmente com a medicina do ocidente pela
disponibilizagdo de ingrediente para farmacos, ou tendo papel central na descoberta de farmacos.
Alguns farmacos de origem vegetal sdo extraidos diretamente de plantas, outros sdo obtidos pelas
transformagdes de substancias quimicas encontradas entre elas; enquanto outros sdo hoje
sintetizados de matéria inorganica, mas tém sua origem historica nas pesquisas de compostos
ativos encontrados em plantas. H4 indubitavelmente muito segredo no mundo das plantas. O
numero de espécies de plantas que fornecem ingredientes, para a produgdo de farmacos no ocidente, €
relativamente pequeno. Em 1991, 121 farmacos de uso corrente nos Estados Unidos da América eram
derivados de 95 espécies de plantas. Apesar do pequeno numero de espécies produtoras de insumos, os
farmacos derivados de plantas apresentam relevante importancia devido ao grande nimero de pacientes
tratados; 25% de todas as prescri¢cdes dispensadas por farmacias nos Estados Unidos da América entre
1959-1973 continham um ou mais derivado de plantas superiores. Em estudos mais recentes constataram
que, dos 150 farmacos mais utilizados nos Estados Unidos da América em 1993, 57% de todas as
prescrigdes continha pelo menos um composto principal ou derivado da diversidade biologica (Hamilton,
2005).

As plantas sdo importantes fontes de origem de farmacos. Da aspirina ao taxol a moderna
industria farmacéutica recorre a ampla diversidade de metabdlitos secundarios de vegetais para
pesquisar novas drogas (Konan et al., 2007). Podemos listar alguns farmacos derivados de
plantas como:

e Analgésicos: Aspirina, Codeina, morfina;

e Cardiotonico: digitalina;

e Antimalarico:quinino;

e Anti-hipertensivo: reserpina;

e Melhoramento da memoria: fisiostigmina;

e Relaxamento muscular: tubocurarina;

e Anticancer: Vinblastina/Vincristina, Etoposido, Paclitaxel/Docetaxel,
Topotecan/Irinotecan, Homoharringtonina, Flavopiridol, Combretastatinas;

e Anti-HIV: Prostatina, Calanolide B (Cragg,1999).
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As plantas medicinais estdo ganhando reconhecimento mais amplo nas recentes iniciativas
para conservagdo e desenvolvimento a nivel global. Isto, ¢ evidenciado pela declaracdo da
“World Health Organization” (WHO) em saude e melhoria das comunidades, e baseada nas
iniciativas de conservagdo por organizacdes internacionais como “World Bank, o International
Development Research Centre” (IDRC), a “United Nations Development Programme” (UNDP),
por exemplo. O esforco da WHO para reconhecer e promover o uso local de plantas medicinais
pelo sistema de satde, principalmente de paises em desenvolvimento ¢ proeminente. As
terminologias relacionadas ao uso de plantas medicinais variam muito em diferentes culturas,
paises e comunidades (WHO, 2002).

A WHO usa o termo Medicina tradicional em seus documentos no sentido de diversas praticas
de satde, conhecimentos e convic¢des que incorporam plantas, animal e/ou mineral como
medicamento, em terapias espirituais, técnicas manuais e exercicios aplicados isolados ou em
combinagdo para manter o bem-estar, bem como para tratamento, diagndstico ou prevencao de
doengas (WHO, 2002).

Apesar das informagdes desencontradas sobre o uso de plantas medicinais, ¢ possivel
afirmar que entre comunidades locais o consumo permanece alto. O uso local de plantas
medicinais ¢ conhecido por diferentes termos, mas podem ser classificados nas trés categorias
seguintes (Hamilton, 2005):

e Sistema Tradicional de Medicina (TSM): possui um sistematico corpo de conhecimento
codificado na forma de farmacopéia ou escrituras antigas (Ayurvedic, medicina Chinesa

e Tibetana, Siddha, Unani etc.);

e Conhecimento Médico Tradicional ou medicina popular: transmitida por meios oral; €
muitas vezes aprendida através de experimentagdes;
e Xamanistica ou medicina espiritual: possui forte elemento religioso/espiritual e pode ser

praticada, somente por individuos especializados chamados de Xamas.

Em geral exceto para TSM o reconhecimento legal e politico e suporte para a medicina
popular e espiritual a nivel global permanece fraco. A falta de suporte governamental associado a
desvalorizacdo do conhecimento popular, pelas comunidades locais e sociedade em geral, tem

resultado na erosdo do sistema de conhecimento das plantas medicinais (Hamilton, 2005).
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A demanda por uma grande variedade de espécies estd aumentando com o crescimento
das necessidades humanas e ampliacdo da exploracdo comercial. Devido ao aumento desta
demanda algumas espécies selvagens estdo sendo vorazmente exploradas o que causa
preocupagdo de extingdo. Visando evitar este risco algumas agéncias como WHO, ITUCN
(International Union for Conservation of Nature)), WWF (World Wildlife Fund) estio
recomendando o cultivo destas espécies para fins comerciais. Este cultivo também pode ter
impacto conservacionista. A producdo de plantas medicinais através de cultivo pode reduzir a
extensdo em que as plantas selvagens sdo colhidas, mas também pode levar a degradacdo
ambiental e perda da diversidade genética, bem como, a falta de incentivos para conservar as
populagdes selvagens (Hamilton, 2005).

Acredita-se que uma sociedade ¢ sustentavel quando, as condi¢des humanas e a condi¢do
do ecossistema, sdo satisfatoriamente melhoradas. Para isso ocorrer hd necessidade de acdo
coordenada de conservagdo baseada em estratégia in Situ e ex Situ; inclusdo da comunidade ¢
desenvolvimento de programas e politicas, necessidade de melhores informagdes sobre o
comércio de plantas medicinais, estabelecimento de sistema para inventariar ¢ monitorar o status
de estoque de plantas medicinais, desenvolvimento de pratica de coleta sustentavel,
encorajamento do desenvolvimento de micro-empreendimentos por comunidades indigena ou
rural, a prote¢ao dos recursos naturais e direito a propriedade intelectual. Devido ao fato de varias
espécies de plantas serem usadas para fins medicinais, a conservagdo delas representa de algumas
formas a conservacao das plantas como um todo (Hamilton, 2005).

Os medicamentos a base de plantas estdo cada vez mais na moda em paises ricos, a
comercializacdo destes produtos tem crescido de 10-20% ao ano na Europa e América do Norte,
nos anos recentes. Em adi¢do ha muitos produtos botanicos vendidos como alimentos saudaveis,
suplemento alimentar, chéds e, para varios outros propositos relacionados a satde e cuidados
pessoais. E de valor imprescindivel o uso de plantas medicinais para o sustento do homem. Elas
sao fundamentais para sua saude, mas apesar de todos no planeta dependerem dos recursos
vegetais sd0 o0s mais pobres que sdo tipicamente dependentes das plantas medicinais, dos
medicamentos obtidos delas e dos rendimentos produzidos pelo seu comércio (Hamilton, 2005).

Somente 15% de drogas alopaticas sdo consumidas em paises em desenvolvimento, ¢ a
maior por¢ao ¢ obtida por pessoas de condi¢do financeira confortavel. Os pobres tém poucas

alternativas que ndo seja o uso de plantas medicinais para tratamento de seus males. Em paises
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em desenvolvimento tanto os moradores das areas rurais quanto as de areas urbanas confiam no
poder curativo das plantas medicinais. Nas areas rurais muitas pessoas utilizam-se das plantas
medicinais coletadas proximas de suas casas, enquanto os moradores da cidade dependem em
muitos locais de plantas secas transportadas das areas rurais. H4 muitas espécies de plantas
medicinais que estdo listadas como ameacadas de extingdo e outras que nao estdo, mas podem
estar sofrendo erosdo genética agora ou, sofrerda em um futuro préoximo. Isto porque muitas
espécies estdo sendo retiradas e as populagdes periféricas estdo sendo destruidas com a reducao
da qualidade e extensdo de muitos habitat naturais. Entretanto a erosdo genética entre plantas
selvagens ¢ muito pobremente documentada (Hamilton, 2005).

O significado especial das plantas medicinais relaciona-se ao valor que ela tem para as
pessoas. Este valor refere-se a contribuicdo que as plantas medicinais podem ter para os cuidados
com a saude, rendimento financeiro, identidade cultural e seguranca de sustento. Acreditam que
estas contribuicdes vao ser suficientemente importantes para focar que as plantas medicinais tém
o potencial para contribuir muito mais, em termos de conservacao e desenvolvimento sustentavel

(Hamilton, 2005).

1.7 Perigo Invisivel nos* Produtos Naturais”

Diante do alarmante problema de satde publica que representa a obesidade, surge outro
problema acessorio que € o contrabando, falsificacdo e comercializagao sem respaldo médico dos
farmacos para obesidade. O apelo por um corpo, estabelecido como ideal pelo mercado, tornam
muitas pessoas escravas dos esfor¢os para atingi-lo. Neste desespero muitos recorrem, as vezes
desnecessariamente ou por comodidade, ao auxilio de tratamento medicamentoso. O mercado
aproveitando desta desesperada fraqueza humana e visando obter beneficios financeiros
disponibiliza de forma regular e irregular as mais diversas solu¢des. Dentre os atrativos estdo os
ditos produtos naturais emagrecedores. Muitos destes produtos de natural s6 tém o nome, pois
estdo presentes em suas composi¢des um ou mais principio alopatico (Almeida et al 2000). Desta
forma, os individuos sao ludibriados e expostos a riscos de agravo a satde.

Vigilante a estas irregularidades o (FDA) alerta a populagdo Americana para ndo
consumir determinados produtos de origem brasileira denominados fitoterapicos ou suplementos
a base de ervas, para perda de peso. Segundo constata¢ao das autoridades do FDA muitos destes

produtos representam sérios riscos a saude do consumidor por conterem substincias de uso
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controlado e algumas de uso proibido nos Estados Unidos da América. O FDA alertou os
consumidores para ndo adquirirem estes produtos, mas o controle ¢ muito dificil, pois a
comercializacdo em grande parte ¢ feita pela Internet. Eles listaram 72 produtos que apresentam
estas adulteracdes e verificaram que os principios ativos que estdo nestas formulas, ndo
identificados, sdo:
e femproporex: farmaco de uso controlado, proibido nos Estado Unidos da América;
e fluoxetina : antidepressivo vendido somente com prescricao médica;
e bumetanida: potente diurético vendido somente com prescri¢do médica;
e furosemida: potente diurético vendido somente com prescricdo médica
e rimonabant: droga ndo aprovada para venda nos Estados Unidos da América;
e cetilistat: droga para obesidade em fase experimental, ndo aprovada para venda nos
Estados Unidos da América,
e fenitoina: medicamento para tratamento de apoplexia, vendido somente com prescrigao
médica;
e fenolftaleina:solu¢do usada em experimentos quimicos, suspeito de causar cancer (FDA,

2006).

Desta forma os individuos devem estar vigilantes e cautelosos diante destes apelos
milagrosos para a perda de peso; o caminho seguro, caso haja necessidade, ¢ procurar o servigo
médico especializado e nos casos de descontentamentos sugeridos pelos apelos condicionantes da
midia ¢ melhor procurar um servigo de psicologia do que expor sua saude a estas ameagas

invisiveis.

1.8 Fitoter apicos Objetos Deste Estudo

Echinodorus grandiflorus (Chamisso and Schlechtendal) Michélli (Alismataceae)

E. grandiflorus Mitch. é uma planta da familia Alismataceae conhecida popularmente
como chapéu-de-couro, cha-mineiro, erva-de-brejo, Cha-de-campanha, congonha-do-brejo,
aguapé, (Cardoso et al., 2003). Encontra-se distribuida geograficamente entre o Sul do México,
América Central, Colombia, Venezuela e Brasil. No Brasil encontra-se no Acre, Ceara, Distrito

Federal, Goias, Minas Gerais, Parana, Rio Grande do Sul, Santa Catarina ¢ S3o Paulo (Tanaka,
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2000; de Souza et al., 2004). Alismataceac ¢ uma familia de monocotiledoneas primitiva
constituida de 11 géneros e 75 espécies. Ocorrem em regides tropicais, subtropicais e
subtemperadas tanto no ocidente quanto no oriente (Crow, 2003).

Sao plantas aquaticas ou semi-aquaticas. O género Echinodorus neotrdpicos, nativo na
América tropical ¢ formado por 26 espécies que ocorrem do norte dos Estados Unidos até¢ a
Patagonia (Haynes ¢ Nielsen, 1994). No Brasil E. grandiflorus e E. Macrophyllus sao
popularmente conhecidas como Chapéu-de-couro. (Manns e Hartmann, 1993; Tanaka et al.,
1997; Costa et al., 1999; Kobayashi et al., 2000a; Kobayashi et al., 2000b).

E uma planta aquatica e semi-aquatica, encontrada principalmente em canais de
drenagem, margem de lagoas e baixadas pantanosas em geral (Tanaka, 2000); perene, herbacea,
medindo de 1,5 a 2 metros de altura, com reproducdo principalmente por sementes, ocorrendo
numa grande faixa do Brasil, principalmente na regido litordnea. A sua sinonimia cientifica
inclui: Alisma grandiflorum, Chamet Schl., Echinodorus floribundus, Seub., Echinodorus
muricatus Grisseb, Echinodorus muricatus, Wood et Schevy, Echinodorus probeacens Mart.
Ocasionalmente ¢ cultivada como ornamental, mas seu uso folclérico como fitoterapico inclui
como depurativo, tonico, diurético, emoliente, e por atuar contra reumatismo, sifilis, artrite,
doenca do figado e da pele, acido urico, arteriosclerose, antiinflamatorio e até mesmo contra
picada de cobra. Também ¢ constituinte de uma bebida popular brasileira denominada
Mineirinho®. As atividades analgésicas, antiinflamatéria e diurética do infuso das folhas do
chapeu-de-couro foi ensaiada em animais de laboratério. O extrato aquoso de Echinodorus
grandiflorus apresentou maxima atividade antinociceptiva e antiinflamatoria na concentragdo de
5% (Tanaka, 2000; Cardoso et al., 2003).

O perfil quimico das espécies de Echinodorus ¢ representado basicamente por terpenoides
(Manns ¢ Hartmann, 1993; Tanaka et al., 1997; Costa et al., 1999; Kobayashi et al., 2000a;
Kobayashi et al., 2000b; Lopes et al., 2000). Tanaka (2000), estudando a fitoquimica de E.
grandiflorus isolou diterpenos; grupo de substincias extensivamente estudadas devido a sua
propriedade antimicrobiana e antineoplasica (Tanaka, 2000).

Andlise por cromatografia com fase gasosa e cromatografia com fase gasosa acoplada a
espectrometria de massas de 6leos essenciais obtidos de folhas de E. grandiflorus (“Chapéu-de-
couro”) em duas diferentes populagdes (folhas grandes e folhas pequenas), coletadas

mensalmente entre setembro de 1998 e dezembro de 1999, revelou 17 componentes. O fitol foi o

24



INTRODUCAO

constituinte majoritario em ambas as populagdes. Os principais representantes sesquiterpénicos
foram (E)-cariofileno, a-humuleno e (E)-nerolidol (Pimenta, 2006). Varias substancias como
flavonoides, diterpenos, triterpenos e esterdides ja foram isolados de plantas do género
Echinodorus (Costa et al., 1999; Lopes et al., 2000).

O extrato aquoso e o etandlico de folhas de E. grandiflorus apresentam potente efeito
vasodilatador em estudos com coelhos, talvez este seja o motivo pelo qual muitos individuos
usam a folha como anti-hipertensivo (Tibirica et al., 2007; Lessa et al., 2008). Duarte et al
(2002), verificou que E. grandiflorus, apresenta atividade bioldgica em bactérias Gram-negativas
Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus.
Na triagem fitoquimica do Chapéu-de-couro (E. grandiflorus (Cham. & Schl.) Micheli
(Alismataceae) utilizando folhas obteve-se os seguintes resultados: reacdo moderada (++) para

esteroides; saponinas; polifendis e flavonoides).

Cordia ecalyculata Vell.

A familia Boraginaceae ¢ conhecida taxonomicamente pela presenca de naftoquinonas e
benzoquinonas (Falkenberg, 2001). Esta familia possui cerca de 100 géneros e 2000 espécies
distribuidas por todo o mundo, especialmente em regides tropicais, sendo que o género Cordia L.
¢ o melhor representado no Brasil (Akisue et al., 1983.)

Cordia salicifolia Cham. sin. Cordia ecalyculata Vell., ¢ uma planta da familia
Borraginaceae conhecida popularmente como: porangaba, cha-de-bugre, cafezinho, café-do-
mato, bugrinho, Chéa-de-negro-mina, Laranjeirado mato, Claraiba, Café¢ de bugre, cha-de-frade,
louro salgueiro, café-do-diabo, cha-de-soldado, laranjinha-do-mato, poranga, louro mole. Na
Argentina ¢ conhecida como Araticu-guassu (Cruz, 1995; Dias, 2004). Pode ser encontrada em
Minas Gerais, Goids, Bahia, Rio Grande do Sul, Acre, na Argentina e Paraguai (Smith, 1970;
Saito e Oliveira, 1986; Lorenzi, 1992; Correia, 1984; Mors €t al., 2000). O termo “ecalyculata”
provém da caracteristica do calice deciduo do fruto (Smith, 1970).

C. ecalyculata é uma arvore, arvoreta ou arbusto, que mede de 3 a 20 metros de altura
(Smith, 1970; Saito, 1984) ou segundo Correia (1984), até 6 metros; ou de acordo com Lorenzi
(1992) de 8 a 12 metros de altura. O tronco possui 20 cm de didmetro (Correia, 1984), ou de 30 a
40 cm didmetro (Saito, 1984; Lorenzi, 1992). Este ¢ aproximadamente reto, diminuindo o

diametro, gradativamente e aparecendo as ramificagdes nos exemplares mais desenvolvidos a
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altura de 2,5 a 3 m do solo. Sua coloragao varia do pardo acinzentado ao pardo avermelhado
(Saito, 1984). A casca apresenta-se pardo-vermelho-escura, pouco espessa € com numerosas
fendas pequenas (Correia, 1984); observada de perto apresenta-se com aspecto verrucoso devido
ao grande numero de lenticelas de aspecto globoso e um tanto saliente (Saito,1984). Pode-se
perceber, ainda, a presenca de estrias que em conjunto assumem aspecto reticulado (Saito, 1984).

Os ramos mais desenvolvidos, de aproximadamente 20 cm de didmetro possuem em sec¢ao
transversal coloragdo amarelo-palha e que escurece um pouco em contato com o ar. As secgdes
transversais deixam ver anéis de crescimento concéntricos. Os ramos jovens sao finamente estriados
no sentido longitudinal, possuem coloracao amarronzada e lenticelas como aquelas mencionadas para
o tronco. As pontas dos ramos sao lisas e de coloragao verde (Saito, 1984).

As folhas sdo lanceoladas ou oblongo-lanceoladas, agudas ou acuminadas pela base e pelo
apice, medindo de 8- 9 cm, chegando até 12 cm de comprimento (Smith, 1970; Saito, 1984).
Segundo Lorenzi (1992) medem de 8-14 cm de comprimento, 2-3 cm de largura. Sao
subcoridceas (Smith, 1970) ou membranaceas (Lorenzi, 1992) inteiras, glabras, luzidas(Smith,
1970; Correia, 1984; Saito, 1984; Lorenzi, 1992). Sao verde-escuras na pagina superior € um
pouco asperas na pagina inferior (Correia, 1984) possuem enervacao do tipo peninérvea, sendo a
nervura mediana bem evidente, saliente na face dorsal e na face ventral (Saito, 1984). Correia
(1984), descreve C. ecalyculata sob a sinonimia de C. salicifolia ¢ nome popular de café-do-
mato, pois .produz um fruto vermelho que lembra o do café. Nativa do Brasil, mas pode ser
encontrada em area de floresta tropical da Argentina e Paraguai. O ché ¢ utilizado como diurético
e nos regimes de emagrecimento (Hayashi et al., 1990; Cruz, 1995; Mors €t al., 2000; Barroso et
al., 2002), para tratamento de tosse, como cicatrizante de feridas (Saito, 1984; Mors €t al, 2000)
estimulante do coragdo ¢ tonico (Hayashi et al., 1990; Barroso et al., 2002). Correia (1984)
atribuiu propriedades sudoriferas, depurativas e anti-reumaticas, para C. ecalyculata, além de
citar seu uso contra febre amarela e gripe.

Sua madeira que pode ser usada para confeccdes de mdveis e carpintaria e as arvores
podem ser aproveitadas para arborizacdo de ruas, sendo espécie ornamental e seus frutos
suculentos sdo consumidos por algumas espécies da fauna (Correia, 1984, Lorenzi, 1992).

Hayashi e colaboradores (1990) estudando o extrato hidroalcodlico a 70% dos o6rgaos
aéreos de C. ecalyculata, coletada no Paraguai, constataram efeito in vitro significativo na

inibicdo do virus Herpes simplex tipo I, sugerindo efetiva atividade antiherpética. Sua utilizagao
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medicinal € antiga, principalmente na forma de cha como diurético, estimulador da circulagao,
cardiotonico, na diminuicao de edema, diminui¢ao do apetite (no tratamento de obesidade), além
de auxiliar na diminui¢do dos niveis de colesterol total e triglicerideos prevenindo a deposi¢ao de
gorduras nas artérias ¢ ainda agdo antibacteriana contra Helicobacter pylori (Cardozo et al.,
2008).0 extrato desta planta ¢ comercializado no Brasil como diurético, redutor de apetite,
cardiotonico, estimulante da circulacdo e no combate a celulite (Cruz, 1995; Dias, 2004).

Apesar de extensamente comercializada, a ponto de ser exportada para outros paises, ndo
se encontram na literatura dados comprovando efetivamente as suas atividades, principalmente as
relacionadas com a agao hipolipidémica, para a qual é bastante utilizada popularmente. Cardozo e
colaboradores (2008) administraram o extrato de Cordia salicifolia (100 mg/kg/dia) em
camundongos com dieta normal e em camundongos submetidos a dieta hiperlipidémica (15 dias)
e verificaram que houve redu¢@o nos niveis séricos de colesterol total, tanto no grupo que recebeu
dieta normal mais o extrato, quanto no grupo com dieta hiperlipidémica mais o extrato. Também
verificaram significativa redugdo nos niveis séricos de triglicerideos nos animais que receberam
dieta hiperlipidémica mais extrato, quando comparados aos camundongos que receberam dieta
hiperlipidémica mais agua(Cardozo et al, 2008).

Menghini et al (2008), estudando a fitoquimica de extrato de folhas de C. salicifolia
detectou espatulenol, sitosterol, hidrocarbonetos de cadeias longas (C;o — C3), alcoois de cadeias
longas (Cj2 — Cays) e acidos graxos. Ja em outro estudo Saito, (1984) detectou a presenca de
flavonodides, saponinas, taninos e mucilagens na droga vegetal. Dos extratos fluidos (utilizando
como liquido extrator etanol a 70%) foram isoladas as seguintes substancias: cloreto de potassio,
hidroxi-éster-alifatico, tritriacontano, alantoina e 4cido alantdico. Posteriormente Saito €t al,
(1985), verificaram a presenca de alantoina no extrato etandlico e tritiacontano no extrato
hexanico de C. eucalyculata Vell. enquanto Dias (2004), verificou que o extrato € rico em
cafeina. No estudo feito por Cardozo et al (2008), refor¢aram que C. ecalyculata contém
saponinas, alcaloides, heterosideos cardiotonicos, compostos fenolicos, flavonoides, cumarinas,

taninos e quinondides.

1.9 Ensaios de Genotoxicidade
Testes genotoxicos podem ser definidos como testes in vivo ou in vitro, dimensionados

para detectarem compostos que induzem danos genéticos por distintos mecanismos. Estes testes

27



INTRODUCAO

tém o potencial da avaliar riscos de danos ou mesmo a fixacao de danos no DNA. Compostos que
sdo positivos nestes testes apresentam potencial para carcinogenicidade e/ou mutagenicidade em
humanos (ICH, 2008).

Os métodos citogenéticos sdo também comumente usados para monitorar seres humanos
expostos a potenciais fatores mutagénicos/carcinogénicos. Resultados positivos podem ser
indicador de risco genotodxico (Karahalil et al., 2005). Segundo Matter e Tsuchimoto (1980), em
testes de mutagenicidade, para avaliar drogas farmacéuticas, ¢ aconselhavel, sempre que possivel,
o uso de sistema de mamiferos in vivo, nos quais as propriedades farmacéuticas das drogas sio
mais ou menos similares aquelas observadas no ser humano.

Os linfocitos de sangue periférico humano, sangue periférico e tecido hematopoiético
(medula dssea) de camundongo sdo usados para monitoramento ambiental de indutores de danos
genéticos, por uma variedade de métodos: Teste do Microntcleo, Aberragdes Cromossomicas,
Trocas entre Cromatides Irmas, Ensaio Cometa (Single-Cell Gel Eletrophoresis - SCGE). Os
linfocitos humanos podem ser usados para estudos de genotoxicidade tanto in vitro quanto in
vivo. O sangue pode ser cultivado e incubado com substancias oxidantes ou carcinogénicas e
avaliado posteriormente os danos no DNA (Chuang e Hu, 2004).

Na atualidade, para registrar um medicamento sdo necessarios estudos refinados, que
avaliem seu potencial genotoxico, devido a correlagdo positiva entre potencial genotoxico e
carcinogenicidade. Como had muitas divergéncias nos resultados dos diferentes testes as
organizagdes fiscalizadoras visando amenizar os erros, recomenda a realizagdo de uma bateria de
testes para avaliar o potencial de risco de uma substancia, pois nenhum teste genotéxico isolado
serd capaz de detectar todos os mecanismos genotoxicos relevantes na tumorigénese.

Uma bateria de teste padrdo possui as seguintes caracteristicas:
a) avaliacdo de mutagenicidade pelo teste de mutagdo reversa em bactéria;

b) avalia¢do da genotoxidade em células de mamiferos in vitro e/ou in vivo.

Os testes de mutagdo reversa detectam importantes mudangas genéticas e possui boa
sensibilidade para avaliar substancias genotoxicas e carcinogénicas para roedores € humanos.
Teste In vitro como ensaio de Aberracdo Cromossomica, Teste do Micronucleo e ensaio de
mutacdo génica em células de linfomas de camundongos (L5178Y) sdo apropriados e de igual

eficacia para o uso na bateria de teste. Os testes in vivo, sdo muito significantes, na avaliagdo do
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potencial de risco de uma substincia, pois permitem avaliar pardmetros como distribuigao,
absor¢ao, metabolismo e excrecdo que podem influenciar a acdo genotoxica de determinados
compostos ou mesmo de seus metabolitos. Dentre os testes in Vivo mais usados, estdo os Testes
de Micronticleo em sangue periférico e tecido medular de roedores e Aberracdo Cromossomica
em metafase de células medulares de roedores (ICH, 2008).

A bateria de teste sugerida ndo impossibilita o uso de outros testes genotoxicos. Testes
alternativos, vias diferentes e espécies diferentes, muitas vezes, sdo necessarios para a melhor
elucidagdo dos mecanismos de agdo de uma substancia. Os testes in Vivo comumente realizado
em sangue, tecido medular e figado, as vezes, sdo incapazes de detectar efeitos de determinados
compostos. Compostos cuja toxicinética ou farmacocinética, indicam que, eles ndo sdo
absorvidos sistemicamente e, no entanto ndo podem ser avaliados em determinados tecidos alvos.

Diante desta dificuldade em alguns casos a avaliagdo so ¢ possivel in vitro (ICH, 2008).
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2. OBJETIVOS

& Avaliar se os farmacos anorexigenos sibutramina, femproporex e dietilpropiona possuem
potencial genotdxico e/ou citotdxico;

& Avaliar se os extratos hidroalcodlicos de Cordia ecalyculata e de Echinodorus
grandiflorus possuem potencial genotdxico e/ou citotoxico;e ainda se sdo eficazes no
tratamento da obesidade.

& Verificar se, o equipamento de eletroforese especifico para realizagdo do Ensaio Cometa,
que desenvolvemos em nosso laboratdrio, apresenta desempenho similar ao equipamento

convencional comercializado para este fim.
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3. MATERIAL E METODOS

A avaliacdo dos possiveis efeitos genotoxico e citotoxico de fairmacos ¢ freqlientemente
realizada utilizando-se testes de curta duragdo, precisos e aceitos pelas agéncias
fiscalizadoras/reguladoras que autorizam o uso de substincias quimicas em todo o mundo
(Krishna e Hayashi, 2000). O Teste do Micronticleo permite-nos verificar efeitos clastogénicos e
aneugénicos € o Ensaio Cometa permite-nos verificar quebras entre fita simples ou dupla de
DNA. O efeito citotoxico foi verificado comparando a relagdo entre PCE (eritrocitos
policromaticos) e NCE (eritrocitos normocromaticos) em medula dssea de camundongos, ou pelo
de teste de viabilidade celular in vitro. Como modelo experimental para o estudo in vivo foram
utilizados camundongos da linhagem Swiss (Mus musculus), uma vez que a genotoxicidade e/ou
carcinogenicidade em roedores representa aumento do risco de carcinogenicidade em humanos e
sdo adotados como padrao pelas agéncias regulatérias em varios paises (Snyder e Green, 2001;
Vijayalaxmi et al., 2006). Para os experimentos in vitro foram utilizados células do ovario de
hamster Chinés (CHO), fibroblasto (V79) e linfocitos humanos. Durante a condugdo dos
experimentos seguiram-se todas as recomendagdes pertinentes ao uso de animais experimentais e

boas praticas laboratoriais.

3.1 Substancias Quimicas

Hidrocloreto de Sibutramina

Sinonimos: Sibutramina, cloridrato de sibutramina

Nome quimico: (+)- 1-(p-clorofenil)-a-isobutil-N,N-dimetilciclobutanometilamina hidrocloreto
monohidratado

Formula molecular: C,7HcCIN,HCL,H,O (Figura 1)

Registro CAS: 106650-56-0 (sibutramina); 84485-00-7 (hidrocloreto de sibutramina anidro);
125494-59-9 (hidrocloreto de sibutramina monohidratado) (Martindale, 1996)

Lote IF076506*2, Deg Importadora de Produtos Quimicos Ltda. Sdo Paulo — SP - Brazil.
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Figura 1. Estrutura molecular da sibutramina.

A Sibutramina (Reductil,® Milical,® Saton,® Atenix,® Mesura,® Ipogras,® Meridia®), foi
introduzida nos Estados Unidos da América em fevereiro de 1998, apos aprovacdo do FDA em
novembro de 1997. Foi descoberta e ¢ comercializada pela Knoll Pharmaceuticals, uma
subsidiaria da Abbott (Luque e Rey, 2002). A sibutramina foi inicialmente avaliada nos anos de
1980 como um antidepressivo em potencial devido ao seu mecanismo de acdo ser similar ao dos
antidepressivos triciclicos. Foi observado que no tratamento de pessoas com depressao,
principalmente obesas, ocorria significante reducdo da massa corporal. A partir destas
observagdes passou-se a empregar a droga no tratamento da obesidade (Kelly, 1985).

A sibutramina é uma B-fenetilamina que atua inibindo a recaptacao da serotonina e
norepinefrina. Ela atenua a funcdo pré e pos-sindptica do adrenoceptor a-2 reduzindo o apetite
por diminuicdo da estimulacdo do o-2. A sibutramina ¢ metabolizada pelo figado pelo citocromo
p450 (IITA4) nos metabolitos farmacologicamente ativos mono e di dismetilmetabdlitos M1 e
M2. Ambos sdo posteriormente inativados por hidroxilacdo e conjugacdo em M5 e M6 (Behar,

2002).

Femproporex

Sindnimos: Antiobes retard®, Dandi®, Degadil®, Delgafen®, Desobesi®, Diafanor®, Dicel®,
Drenur®, Falagan®, Fenisec®, Fenorex®, Gacilin®, Grasmin®, Lebil®, Lianeal®, Liofisan®,
Lipenan®, Lipese®, Lipofem®, Lipoflex®, Lipogen®, Lipolin®, Lipomax®, Lipostil®,
Nilipoid®, Perhoxen®, Perphoxene®, Persex R®, Proporex®, Solvolip®, Suralgon®, Tegisec®,
(Musshoft, 2000)

Nome quimico: (+)-3-(a-Methylphenethylamino) propionitrilo hidrocloreto; Metil - 1 fenil - 2
etilamino -3 propionitrila; N-2- Cianoetilanfetamina

Formula molecular: C1,H;6N,.HCI (Figura 2)

Registro CAS: 15686-61-0
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Lote 7CG5010, Genix Industria Farmacéutica Ltda., Anapolis — GO - Brazil

H
]
wCH
CH,

Figura 2: Estrutura molecular do femproporex.

O femproporex (sinapet,® salcal,® desobesi-M®, lipomax A®, Inobesin®) é um firmaco
anorexigeno sintetizado a partir de anfetamina com o proposito de produzir apenas inibicdo
central do apetite sem os efeitos prejudiciais de seus precursores (Behar, 2002; Mariz, 2004). E
utilizado para tratamento de obesidade moderada e severa. Aproximadamente 3 horas apos a
ingestdo do farmaco 5 - 9% ¢ eliminado intacto na urina pelo sistema excretor; 34 — 56% ¢
metabolizado via clivagem da ligagdo nitrogénio-cianoetil (Figura 3) formando o metabdlito

anfetamina (Musshoft, 2000).

CHp= CH— CH3
_N
H <cH,- CH,~-C=N

Figura 3: Ponto de clivagem do femproporex para liberagdo de anfetamina.

Dietilpropiona

Sindnimo: Cloridrato de dietilpropiona (Figura 4)

Nome quimico: 2-(Diethylamino)-1-fenil-1-propanono cloreto,
Registro CAS:134-80-5

Obtida comercialmente na FARMODERM, Ribeirdo Preto ,SP, Brasil.
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Figura 4:Estrutura molecular do cloridrato de dietilpropiona.

A dietilpropiona ¢ também conhecida como anfepramona e possui efeito fisiologico
semelhante ao da anfetamina, aumenta a liberacdo de norepinefrina e dopamina e inibe a
recaptacdo destes neurotransmissores. Este firmaco também estimula em menor magnitude a

liberagdo de serotonina (Garcia-Mijares, Bernardes e Silva, 2009).

Doxorrubicina (DXR)

Sin6nimos: Doxolem®: Cloridrato de doxorrubicina (Figura 5)

Registro CAS:23214-92-8 ¢ 25316-40-9

Eurofarma Laboratorios Ltda, Campo Belo — SP, Brazil e Zodiac Produtos Farmacéuticos S/A ,

Pindamonhangaba — SP, Brazil.
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Figura5: Estrutura molecular da doxorrubicina.
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A doxorrubicina ¢ um antibidtico da familia das antraciclinas utilizado para tratamento de
neoplasias malignas. Seu uso em ensaios para mutagénese e antimutagénese deve-se a sua
capacidade de provocar danos ao DNA e aos cromossomos (Antunes e Takahashi, 1999; Quiles
et al., 2002).

Os mecanismos propostos para a agdo citotoxica ou citostatica da doxorrubicina sdo:
intercalacdo na fita de DNA e como conseqiiéncia a inibicdo da sintese de macromoléculas;
formacao de radicais livres o que provoca danos no DNA, peroxidacao lipidica, ligacdo no DNA
e alquilacdo; DNA “cross-linking”; interferéncia no desnovelamento do DNA ou na separagdo
das fitas, interferéncia na atividade da helicase; acdo direta na membrana celular; inibi¢do da

topoisomerase II; indugdo de morte celular por apoptose (Gewirtz, 1999).

Citocalasina B

A citocalasina B (C29H37NOS5 - Sigma), CAS: 14930-92-2 foi diluida em
dimetilsulfoxido (DMSO - Sigma), CAS:67-68-5) a fim de obter uma solugdo de uso na
concentragdo de 1,0 pg/mL. Esta solu¢do ¢ mantida ao abrigo da luz em refrigeracdo a 4°C até o

momento do uso na concentracao final de 5,0 pg/mL de meio de cultura.

3.2 Plantas
As drogas vegetais foram adquiridas em estabelecimentos comerciais especializados
nestes produtos e devidamente autorizados a comercializa-los.
Nome Cientifico: Echinodorus grandiflorus (Cham. &Schltdl.) Micheli.
Parte utilizada: Folha
Pais de origem: Brasil
Secagem: estufa
Familia: Alimastaceae
Lot n°: CHPCP01/0107
Andlise de principios ativos: Teste positivo para flavondides, esterdides, saponinas, polifendis
(Manns e Hartmann, 1993; Duarte €t al., 2002).
A droga vegetal (folhas moidas) foi adquirida na Santos Flora Comércio de Ervas Ltda. Sdo

Paulo — SP, Brazil.
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Nome Cientifico: Cordia ecalyculata Vell. ou Cordia Salicifolia Cham.

Parte utilizada: Folhas

Pais de Origem: Brasil

Secagem: estufa

Familia: Boraginaceae

Lot n° 164-F/05

Fitoquimica do extrato hidroetanolico: saponinas, antocianos, gomas € mucilagem, sais minerais,
flavondides, amido, taninos, aminogrupos, acidos fixos, esteroides.

A droga vegetal (folhas moidas) foi adquirida na Hubert Comércio de Produtos Alimenticios

Ltda.— Sdo José dos Pinhais- PR, Brazil

3.3 Preparo do Extrato Hidroetandlico

Um quilograma de cada droga vegetal (Echinodorus grandiflorus (Cham. & Schitdl.)
Micheli. and Cordia ecalyculata Vel), secas e pulverizadas, foram submetidos a maceragdo e
extragdo em um percolador de ago usando solugdo de etanol-agua (7:3) pelo periodo de 48 horas
(procedimento repetido 3 vezes) a temperatura ambiente. Em seguida os extratos obtidos foram
filtrados, em papel de filtro, e concentrados sobre pressao reduzida em rotaevaporador a 35-40°C
para posteriormente serem liofilizados para obtencdo dos extratos hidroalcdlicos com rendimento
de 15% e 17%, respectivamente para Echinodorus grandiflorus e Cordia ecalyculata. Os extratos

foram armazenados em frascos ambar e ao abrigo da luz.

3.4 Protocolo de Tratamento dos Camundongos

A Comissdo de Etica em Experimenta¢io Animal (CETEA) da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Brasil aprovou os procedimentos usados neste estudo
(Protocolo n°032/2006, anexo E). Camundongos Swiss machos com 4 a 6 semanas de vida foram
obtidos no Biotério Central da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao
Paulo e acomodados individualmente em caixas de polipropileno vedadas com grades metalicas.
Os animais foram condicionados em sala com temperatura de 22 + 2 °C, 55 + 10 % de umidade
com ciclo de luminosidade e escuridao de 12 horas. Eles foram alimentados com ra¢ao comercial
especifica, NUVILAB CR1 (Colombo PR, Brasil) e receberam agua ad libitum. Permaneceram

nestas condi¢des por 5 dias para aclimagdo ¢ em seguida foram alocados para os tratamentos.
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3.4.1 Tratamento dos Camundongos com fempr oporex ou sibutramina

Os camundongos foram distribuidos aleatoriamente em oito grupos com dois animais
machos cada. O grupo que forma o controle negativo recebeu dgua destilada (10ml/kg/m.c), o
controle positivo recebeu doxorrubicina (5 mg/kg/m.c), enquanto outros trés grupos receberam as
diferentes concentragdes de femproporex e os trés grupos restantes receberam as trés
concentragdes de sibutramina. Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical 24 horas
apds a administracdo via intraperitoneal dos tratamentos. Posteriormente quatro novos grupos
foram avaliados, um grupo controle negativo (agua destilada 10mL/kg m.c), um controle positivo
(doxorrubicina 5 mg/kg/m.c), femproporex (40 mg/kg/mc) e sibutramina (40 mg/kg/mc). Neste
estudo os animais foram sacrificados 48 horas apds os tratamentos. As doses de 10, 20 e 40
mg/kg m.c de sibutramina e femproporex utilizadas neste estudo foram selecionadas apds estudos
preliminares. O resultado final das investigagdes resulta dos dados de trés experimentos

independentes, que corresponde a 6 animais por tratamento.

3.4.2 Tratamento dos Camundongos com Extrato de C. ecaliculata ou E.grandiflorus

Os camundongos foram distribuidos aleatoriamente em oito grupos com 6 animais
machos cada. O grupo que forma o controle negativo recebeu agua destilada (10ml/kg/m.c), o
controle positivo recebeu doxorrubicina (5 mg/kg/m.c). Outros trés grupos receberam as
diferentes concentrag¢des do extrato de Cordia ecalyculata e os trés grupos restantes receberam as
trés concentragdes do extrato de Echinodorus grandiflorus. Os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical 24 horas apds a administragdo via gavagem (exceto o controle positivo:
via intraperitoneal) dos tratamentos. Posteriormente quatro novos grupos (6 - 7 animais) foram
avaliados, um grupo controle negativo (dgua destilada 10mL/kg m.c), um controle positivo
(doxorrubicina 5 mg/kg/m.c), Cordia ecalyculata (2000 mg/kg/mc) e Echinodorus grandiflorus
(2000 mg/kg/mc). Neste estudo os animais foram sacrificados 48 horas apds os tratamentos. As
doses de 500, 1000 e 2000 mg/kg m.c do extrato de Cordia ecalyculata ¢ do extrato de
Echinodorus grandiflorus utilizadas neste estudo foram selecionadas ap6s estudos preliminares.

O resultado final das investigagdes resulta dos dados de trés experimentos independentes.
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3.5 Teste do Microntcleo em Medula Ossea de Camundongos

Imediatamente apods a eutanasia, os fémures sao dissecados e a medula 6ssea ¢ extraida e
transferida para um tubo de centrifugagdo contendo 2 mL de soro fetal bovino (Cultilab) a 37°C.
O material foi homogeneizado e centrifugado a 1000 rpm por 5 minutos; ao término da
centrifugacdo descarta-se o sobrenadante tendo o cuidado de deixar um pouco de soro fetal no
tubo. As células foram ressuspendidas gentilmente e uma gota da suspensao celular foi pingada
na extremidade de uma ldmina de microscopia, e com auxilio de outra 1amina ¢ feito a distensdo
da suspensao celular; o material € seco a temperatura ambiente.

Depois de seco os esfregacos, as laminas sdo imersas por 5-10 minutos em metanol 100%
para proceder a fixacdo. Posteriormente as laminas sdo coradas com 5% May Griinwald-Giemsa
diluido a 5% em tampao fosfato. As laminas sdo codificadas e analisadas em microscopio 6tico
de luz com objetiva de 100x. Foram preparadas duas laminas por animal e em cada lamina foram
avaliados 1000 eritrocitos policromaticos (PCE) para a quantificagdo da presenca de
micronucleos. A razdo PCE/NCE realizada para verificar o indice de citotoxicidade foi
estabelecida pela contagem de 200 células por lamina. O niimero de eritrocitos policromaticos
micronucleados (MNPCE) foi determinado pela analise de 2000 PCE por animal. Os dados foram
analisados usando o teste t de Student e Anova. Os resultados sdo considerados positivos quando
ha aumento estatisticamente significativo (P < 0.05) na freqiiéncia de MNPCE para as doses
avaliadas quando comparadas com o controle negativo (OECD-Guideline 474, 1997; Gewirtz,
1999;Krishna e Hayashi, 2000; Aleisa, et al 2007; Guzman et al.,. 2007).

O micronucleo também ¢é conhecido em laboratérios de hematologia pelo nome de corpos
de Howell-Jolly. Em roedores adultos a medula 6ssea ¢ o bago sdo os 6rgaos hematopoiéticos
responsaveis pela proliferacdo e maturagdo das células sangiiinea. Na fase proliferativa as células
encontram-se em plena proliferacdo e se for administrado no animal algum agente teste que
interfere neste processo poderd causar danos cromossdmicos. Podem provocar quebra
cromossdmica, trocas ¢ também podem atuar nas macromoléculas relacionadas com a disjun¢do
das cromatides como as tubulinas causando disfun¢ao na formacao do fuso. Devido as anomalias,
fragmentos ou o cromossomo inteiro pode ndo ser integrado no nucleo das células-filhas durante
a divisao podendo formar o micronucleo que ¢ visualizado no citoplasma durante a maturagao.
Quando o eritroblasto desenvolve para eritrocito policromatico (PCE) o nucleo ¢ expulso e, se

por ventura algum microntcleo foi formado, ele podera ser visualizado no citoplasma da célula
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anucleada. Portanto, o aumento na freqiiéncia de eritrocitos policromaticos micronucleados
(MNPCE) em animais tratados com uma determinada substancia teste ¢ uma indicagdao que ela
induz danos cromossomicos (Krishna e Hayashi, 2000).

A analise de microntcleo (MN) ¢ bastante usada como um teste genotoxico in vitro e
biomarcador de exposi¢do humana a agentes com efeitos genotoxicos (Fenech, 2000). O teste do
MN permite detectar tanto efeitos clastogénicos quanto aneugénicos (Norppa e Falk, 2003). A
avaliagdo da freqiiéncia de microntcleo in vivo é um teste primario na bateria de testes
genotdxicos recomendados pelas agéncias regulatérias em todo o mundo, para assegurar a
auséncia de risco de produtos e substancias (Krishna e Hayashi, 2000). Em comparagdo com a
analise de aberragdes cromossomicas (AC) o escore de micronucleo ¢ simples, requer pouco
treinamento e pouco tempo. Em principio pode-se esperar maior sensibilidade do teste de MN em
relacdo ao de aberragcdes cromossdmicas (AC), devido ao aumento do poder estatistico, pois

permite analise de um maior niimero de células.

3.6 Teste do Micronucleo em Sangue Periférico de Camundongo

Aplicou-se uma gota de sangue periférico sobre uma lamina de microscopia € com o
auxilio de outra realizou-se a distensdo do sangue por toda a superficie da lamina. Os esfregacos
sanguineos devem ser uniformes e para tal a ldmina que se usa para fazer a distensdo deve ser
posicionada sobre a outra formando um angulo de 45° e o deslizamento deve ser continuo. As
laminas sdo secadas a temperatura ambiente por aproximadamente 12 horas. Apos este periodo,
as laminas sdo coradas seguindo o método de Feulgen (Stich et al., 1982) como descrito a seguir.
Fixam-se as laminas por 10 minutos com metanol absoluto, em seguida as distensdes sdao
hidrolisadas por 2 minutos a temperatura ambiente, com HCL (1N). Apds esta etapa, as laminas
sdo imersas em HCL (1N) a 60°C por 7 minutos. Em seguida, lavam-se as ldminas com agua
destilada e colocodas imersa em reagente de Schiff por 90 minutos ao abrigo da luz. Finalizada
esta etapa, lavam-se as ldminas por 5 minutos em agua corrente. A proxima etapa foi a de
coloragdo do citoplasma com o corante Fast Green. As distensdes sangiiineas foram cobertas com
um filme de corante Fast Green e deixadas a temperatura ambiente por 20 minutos; apos este
periodo lavam-se as laminas com trés diferentes concentragdes de etanol, 85%, 95% e 100%
respectivamente. Para finalizar, as 1aminas foram secadas a temperatura ambiente (Stich, 1982;

Mello, 1997).
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3.7 Ensaio Cometa

O “Single-Cell Electrophoresis Assay” ou Ensaio Cometa foi realizado sob condicdes
alcalinas. Inicialmente, 15 pl de cada amostra de sangue ou de células em cultura foram
generosamente misturadas com 160 pl de agarose “low-melting-point” (Invitrogen, Carlsbad, CA) na
concentragdo de 0,5% a 37°C, e aplicadas em camada homogénea, com o auxilio de laminulas (24 x
60mm) sobre uma lamina de vidro (26 x 76mm), preparada anteriormente com uma fina camada de
agarose normal-melting-point (Invitrogen, Carlsbad, CA) na concentra¢do de 1.5 %. Todos estes
procedimentos foram feitos ao abrigo da luz e colocados por um intervalo de 4-8 minutos em
refrigerador a 4°C; decorrido este periodo de tempo, as laminulas sdo retiradas cuidadosamente ¢ as
laminas sdo transferidas para cubas de Coplin contendo solucdo de lise (1% Triton X-100, 2,5 mM
NaCl, 0,1 mM Na;EDTA, 10 mM Tris with 10% dimetilsulfoxido, pH 10,0) a 4°C recentemente
preparada ai permanecendo por no minimo 12 horas. Apds este periodo, as 1dminas sdo dispostas
ordenadamente em uma cuba de eletroforese horizontal contendo solugdo de eletroforese a 4°C (0,3
M NaOH, 1 mM Na,EDTA, pH >13) permanecendo imersas por 20 minutos. Usando a mesma
solucdo ¢ feita a “corrida” da cletroforese usando tensdo elétrica constante de 1V/cm, corrente de
300mA e tempo de corrida de 20 minutos. Apos a eletroforese, as laminas foram imersas por 15
minutos em solucao de neutralizagao (0,4 M Tris-HCI, pH 7.5). Apos este periodo, as laminas foram
fixadas por 5 minutos em etanol 100% , e deixadas para secar na temperatura ambiente. Depois de
secas, as laminas sdo apropriadamente estocadas em caixas e deixadas na temperatura ambiente até o
momento da coloragdo. Posteriormente, as laminas sdo coradas com prata seguindo a seguintes
etapas: primeiros as ldminas sdo imersas por 10 minutos em solugao fixadora (4cido tricloroacético
15%, sulfato de zinco 5%, glicerol 15%), apds sdo lavadas com agua destilada e deixadas secar a
temperatura ambiente. Depois de secas, sdo imersas em agua destilada por 5 minutos; em seguida,
foram colocadas na solug¢do de coloracao preparada minutos antes que resulta da mistura da solugdo
A (carbonato de so6dio 5%) com a solu¢do B (nitrato de amonia 0,1%, nitrato de prata 0,1%, acido
tungstosilicico 0,25% e formaldeido 0,15%). As laminas foram colocadas em ‘“shaker” por 30
minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz; decorrido este periodo, as laminas foram lavadas
com agua destilada e imersas em solugao “stop” (4cido acético 1%) por 5 minutos para paralisar a
coloracdo; dando seqiiéncia, as laminas foram lavadas novamente com agua destilada e deixadas
secar a temperatura ambiente. A partir deste momento, elas estdo prontas para analise microscopica.

As laminas foram examinadas com objetiva 40X em microscopio Optico de luz. As laminas
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codificadas foram avaliadas em “teste cego” e 100 nucledides foram analisados por tratamento (50
nucledides por lamina e duas laminas por tratamento). Os nucleodides sdo classificados de acordo com
o tamanho da cauda visualizada em 5 classes, sendo os ndo danificados pertencentes a classe zero (0)
e os nucledides totalmente danificados a classe quatro (4). O valor (indice de dano) ¢ atribuido para
cada nucleoide analisado de acordo com sua classe. O indice de dano varia de zero (0) quando todo os
nucleddes nao apresentam danos (100 nucledides x 0) a quatrocentos quando todos os nucledides
apresentam nivel maximo de danos (100 nucleodides x 4). Nucléoides com alteragdes atipicas foram
desconsiderados na contagem, pois os mesmos podem ser oriundos de células mortas (Hartmann e
Speit, 1997; Tice et al., 2000).

O Ensaio Cometa ¢ amplamente aceito na atualidade como um método padrao para
avaliar danos no DNA de células individuais. Ele tem sido utilizado para uma ampla variedade de
aplicacdo, incluindo biomonitoramento humano, genotoxicologia, monitoramento ecologico e
como ferramenta para investigar danos no DNA e reparo, em diferentes tipos celulares, em
resposta a uma ampla quantidade de agentes genotdxicos. Além disso, muitos estudos tém
demonstrado com sucesso que o Ensaio Cometa pode ser aplicado para andlise de células
derivadas de varios tecidos diferentes indicando que este ensaio poderd ser importante em muitas
areas de investigacdes clinicas, por permitir obter informag¢des importantes sobre as
caracteristicas intrinsecas do DNA de células individuais, e sua resposta a varios fatores externos
como radiagdo, substancias quimicas e drogas. Estas informagdes poderdo ser relevantes no
diagnostico, progndstico e tratamento do cancer. Do ponto de vista pratico, o Ensaio Cometa
podera ser satisfatoriamente utilizado na rotina clinica por ser uma técnica relativamente simples,
barata, que requer poucas células para andlise, e o resultado pode ser obtido dentro de algumas
horas (McKenna et al, 2008; Collins €t al., 2008).

Este ensaio tem a vantagem de poder ser feito com células que ndo estdo em proliferacao,
e células de um determinado tecido podem ser avaliadas em grande niimero. Diretriz elaborada
pela“Organisation for Economic Cooperation and Development” (OECD) estabelecem as normas
para a realizagdo do Ensaio Cometa na versdo alcalina (pH 13) para determinar genotoxicidade in
vivo. A valida¢do do Ensaio Cometa in vivo ¢ planejada pelo “Mammalian Mutagenesis Study
Group (MMS)/Japanese Center for the Validation of Alternative Methods (JCVAM)”. Os
métodos in vitro também estdo sendo desenvolvidos visando futura validagdo. De forma que o

Ensaio Cometa pode ser aplicado em testes genotoxicos tradicionais in Vivo e in vitro, em
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ecotoxicologia, toxicologia aqudtica, investigacdo em industria quimica, farmacéutica, de
biocidas, agroquimicas, quimica de alimentos bem como seus aditivos. Ele também ¢ usado como
biomarcador em cancer e estudos nutricionais (Lovell e Omori, 2008)

O Ensaio Cometa (SCGE) ¢ um método muito promissor, pois permite a deteccdo de
danos no DNA em uma populagdo de células eucaridticas obtidas de uma simples suspensao
celular. Este ensaio ¢ usado para diferentes tipos de estudo incluindo: reparos de danos no DNA,
biomonitoramento humano e toxicologia genética (Fracasso et al., 2004; Hoffmann e Speit,
2005). Esse ensaio ¢ também considerado um método versatil e sensivel para avaliar quebras na
fita simples e dupla do DNA. O “cometa” ¢ formado quando os nucledides sdo expostos em
condigdes alcalinas ou neutras a um campo eletroforético. Caso haja quebra na fita de DNA a
estrutura compacta relaxard e alcas da fita de DNA rompida se estenderd formando halos
semelhante a cauda de um cometa. As alcas rompidas migram em direcdo ao anodo (polo
positivo) e a extensao e densidade da cauda estdo diretamente relacionadas com o nivel de danos.

Os resultados do Ensaio Cometa variam consideravelmente nas publicagdes cientificas.
Uma das causa desta variag@o ¢ a falta de protocolo padrdo para a realizacdo de eletroforese. Os
protocolos que sdo descritos freqlientemente sdo insuficientes. Normalmente afirmam que a
eletroforese ¢ realizada em uma voltagem fixa de 25 V e uma corrente de 300mA que ¢ alcangada
ajustando o volume da solugdo de eletroforese. Na maioria das cubas de eletroforese fica apenas
uma camada de poucos mm de solug@o sobre a plataforma onde as 1aminas sdo posicionadas para
a eletroforese. A maioria da voltagem aplicada pode atravessar esta area devido a sua alta
resisténcia 6hmica. Uma pequena variagdo no volume de soluc¢do ao longo da superficie pode ter
significante efeito na voltagem juntamente com a temperatura ¢ pH. Deve ser enfatizado que o
total de voltagem e corrente aplicados em teoria sdo irrelevantes, desde que esta voltagem
atravesse o gel (V/cm na plataforma) que ¢ a for¢a motriz para eletroforese de moléculas de DNA
carregadas. Adicionando mais solucdo de eletroforese levara a diminuicdo da V/cm na
plataforma, a menos que o total de voltagem aplicada seja similarmente aumentada. Deve ser
notado que no protocolo original de Singh et al., (1988), uma camada de solugdo fina sobre o gel
¢ especificada junto com a voltagem total de 25V. Nao ha men¢@o de uma corrente particular; o
habito de trabalhar com 300mA deve-se possivelmente ao fato de que fontes com potencial maior
sao mais caras. Na descri¢do de eletroforese para publicacdo o unico parametro relevante que

deve ser especificado ¢ a V/cm através da plataforma (Collins et al., 2008).
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3.8 Verificacdo da Eficicia dos Extratos Etandlicos de C. ecalyculata e E. grandiflorus no
Tratamento da Obesidade

Os comundongos Swiss machos recém desmamados (12 + 2 g) foram escolhidos
aleatoriamente e distribuidos em 3 grupos com 5 animais cada. Em um grupo os animais foram
tratados diariamente com agua estéril 10 ml/kg m.c (massa corporal), em outro com extrato de C.
ecalyculata (porangaba) 2000 mg/kg m.c ¢ o outro com extrato de E. grandiflorus (chapéu-de-
couro) 2000 mg/kg m.c; ambos os extratos foram dissolvidos em agua estéril e ministrados por
meio de gavagem, no volume de 10 ml/kg m.c, uma vez ao dia durante 15 dias consecutivos.
Diariamente a massa dos animais, a massa de racdo ¢ o volume de agua consumido foram
registrados. Ao fim do periodo foi calculada a média do ganho de massa, a média da massa de
racdo consumida e a média do volume de agua ingerido. Os animais foram sacrificados e o

sangue e a medula 6ssea foi coletada para realizagdo do Teste do Micronucleo e teste citotoxico.

3.9 Culturade CélulasCHO

Células do ovario de hamster Chinés (CHO-K1), origindria da Faculdade de Medicina de
Universidade de Leiden (Netherlands), foram obtidas no laboratdrio de Citogenética e Mutagénese da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto sobre a custodia da Prof®. Dra. Elza Tiemi Sakamoto-Hojo.

As células CHO-K1 foram cultivadas em frasco de cultura 25 cm2 (Corning Glass, Corning,
NY) e deixadas em crescimento até atingir a confluéncia usando 10 mL de meio de cultura Ham’s-
F10 + D-MEM (1:1) (Invitrogen, Grand Island, NY and Sigma) suplementado com 10% de soro fetal
bovino (Cultilab), 1,2 g/L de bicarbonato de sddio (Reagen) e antibidticos (0,06 g/L penicilina, 0,10
g/L estreptomicina— Sigma, 0,05 g/mL kanamicina- Gibco) and ciprofloxacina 0,2% (Ciprofloxan® -
Hipolabor) e HEPES (2,38 g/L - Serva), incubado a 37°C em uma atmosfera com 5% de CO2. As
células ao atingir a confluéncia sdo transferidas para um tubo de centrifugacao e centrifugadas a 1000
rpm (180 g) por 5 minutos. Apds a centrifugacdo despreza-se o sobrenadante, ressuspende as células
e procede a contagem em camara de Neubauer. Usando uma placa com 6 pogos (Corning Glass) foi

dispensado em cada pogo 5 x 10° células.

3.10 Tratamentos com Dietilpropiona
As doses de dietilpropiona utilizadas para a realizacdo deste experimento foram
determinadas através de teste piloto. Para aferir a citotoxicidade utilizamos a metodologia do azul

de tripam. O esquema de tratamento segue a seguinte orientagao temporal:
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e Tempo zero: foram semeadas 5 x 10> células por pogo;

e Ap6s 20 horas foi feito o tratamento com dietilpropiona;

e Apos 40 horas retiram-se as aliquotas para realizacdo do ensaio cometa e viabilidade
celular; aplicou-se citocalasina B nos tratamento para realizar o teste do micronucleo;

e Apo0s 54 horas retiram-se as aliquotas para realizacao do teste do micronucleo.

Utilizou-se os seguintes tratamentos:
e Controle negativo (meio de cultura);
e Controle positivo (doxorrubicina 0,15 pg/mL;)
e Dietilpropiona 10 pg/mL;
e Dietilpropiona 20 pg/mL;
e Dietilpropiona 40pg/mL.

Foram feitos trés experimentos diferentes e tanto o fArmaco quanto o controle positivo sdo

dissolvidos no proprio meio de cultura.

3.11 Deter minagao do i ndice Apopt6tico

Prepara-se 100 pL. de uma solucdo corante constituida por 25 pL de iodeto de propidio
(PI) dissolvido na concentragdo de 5 pg/mL em agua destilada;50 pL de diacetato de fluoresceina
(DAF) na concentracdo de 15 pg/mL em DMSO; 10 pL de Hoechst 33342(HO) na concentragao
de 2 pg/mL em agua e 15 pg/mL de PBS (pH= 8).
Pegar o frasco com as células em cultura, transferir o meio para um tubo de centrifuga¢do em
seguida lavar o frasco de cultura com 5 mL de Hanks e misturar este Hanks com o meio
adicionado no tubo de centrifugacdo. Usar 2 mL de tripsina mais 2 mL de Hanks para soltar as
células do frasco de cultura. Apds verificar que as células estao soltas adicionar o meio que esta
no tubo de centrifugagdo no frasco de cultura para inativar a tripsina. Retornar este o contetido do
fraco de cultura para o tubo de centrifugacao e centrifugar por 5 minutos a 1000 rpm. Descartar o
sobrenadante deixando uma pequena quantidade para ressuspender as células.

Colocar um tubo para microcentrifugagao, 100 uL da suspensao celular e 2 pLL da solugao
de corantes. Homogeneizar e levar ao banho-maria a 37°C por 5 minutos. Pingar 15 pL desta

mistura em uma lamina cobrir com laminula. Contar imediatamente as células usando
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microscopio de fluorescéncia com filtro triplo (DAP, propidio e FITC). Nas células normais o
citoplasma fica verde com o nucleo integro; células apoptoticas citoplasma verde com nucleo
fragmentado (corpos apoptoticos corados em azul) e células necréticas com nucleo e citoplasma
corados homogeneamente em vermelho. Foram feitos trés experimentos independentes e, em

cada experimento avaliou-se 500 células por tratamento.

3.12 Testedo Micronucleo em Cultura de CélulasCHO

A técnica utilizada neste estudo para examinar micronticleos em células binucleadas ¢ a
descrita por Fenech e Morley (1985). Ap6s completar os tratamentos, as células sdo lavadas com
6 mL de Hanks, Tripsinizadas (0,24% trypsin-0,02% Versene; Instituto Adolfo Lutz, Brasil) e
centrifugada por 5 minutos a 900 rpm. As células sdo ressuspendidas em 5 mL de solucdo
hipotonica (Citrato de sddio 1%) a 4°C. Adiciona-se 3 gotas de formaldeido e homogeneizar
cuidadosamente com pipeta Pasteur. Esta suspensao celular ¢ centrifugada novamente por 5
minutos a 900 rpm e ressuspendida em 5 mL de fixador (metanol/acido acético 3:1 v/v). Esta
operacdo ¢ repetida por mais duas vezes e, o sobrenadante descartado. A suspensdo celular ¢
aplicada em uma lamina com um filme de dgua destilada a 4°C.

As laminas sdo coradas com uma solugdo de Giemsa a 3% diluida em solugdo de tampao
fosfato (0,06 M Na2HPO4 ¢ 0,06 M KH2PO4, pH 6,8) por 5-10 minutos, lavadas com agua
destilada, e deixadas secar a temperatura ambiente e apds estdo prontas para a andlise
microscopica. A quantificagdo de microntcleos foi determinada em 1000 células binucleadas
com o citoplasma bem preservado. Os critérios para identificagdo do microntcleo sdo os

recomendados por Fenech (2000).

3.13 indice de Divisio Nuclear (IDN)

O indice de divisdo nuclear (IDN) foi determinado pela analise de 1000 células por
lamina. Somente as células com o citoplasma bem preservado, contendo de 1 a 4 nucleos foram
computadas com auxilio de contador de células digital e microscopio optico de luz. O IDN foi
calculado de acordo com Eastmond e Tucker (1989), usando a seguinte formula:

IDN = [M1 +2(M2) + 3(M3) + 4(M4)]/ N
Onde M1 - M4 sdao os nimeros de células com 1, 2, 3 e 4 nucleos, respectivamente; N ¢ o nimero

total de células analisadas.
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3.14 Linfécitos de Individuos Obesos

Os individuos obesos que foram convidados para participar do estudo sdo pacientes
atendidos no Ambulatorio de Nutrologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto — Universidade de Sdo Paulo, Chefiado pelo Prof. Dr. Jos¢ Ernesto dos Santos.
Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa, do Hospital das Clinicas e Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo (HCRP N° 4684/2006, anexo D).

Em média 20 mL de sangue venoso foram colhidos de cada voluntario apds a
apresentacdo do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (em anexo), e esclarecimento de
todas as duvidas e concordancia em participar. Participaram do estudo 3 homens e 5 mulheres
obesas (IMC: 40 - 62 kg/m®) com idade entre 30 - 45 anos, que ndo apresentam problemas
genéticos diagnosticados. O cultivo de linfocitos humanos seguiu a metodologia de Moorhead et
al (1960), com algumas modificagdes como descritas a seguir: Apds a pungao venosa o sangue ¢
de imediato transferido para tubos contendo heparina e deixado em repouso, a temperatura
ambiente, para a decantacdo das células e separagdao do plasma. Feito isto ¢ colhido com auxilio
de pipeta Pasteur o “anel leucocitario” juntamente com uma pequena quantidade de plasma; apds
homogeneizagdo do material, aproximadamente 12-15 gotas sdo pingadas com o auxilio da pipeta
Pasteur em frasco de cultura contendo 5 mL de meio de cultura completo, composto por 78% de
meio de cultura RPMI 1640 (Sigma), suplementado com estreptomicina (0,01mg/mL), penicilina
(0,005 mg/mL), 20% de soro fetal bovino(Cultilab) e 2% de fitohemaglutinina (Gibco). Esses

frascos sdo mantidos em estufa a 37°C até que complete o tempo de cultivo.

3.15 Tratamentos dos L infocitos

Para definir as concentra¢des usadas neste estudo foram feitos ensaios pilotos. A partir
dos dados preliminares estabeleceu-se as seguintes concentragdes testes: controle negativo (meio
de cultura), controle positivo (doxorrubicina 0,02 pg/mL de meio de cultura), femproporex (5, 10
e 20 pug/mL de meio de cultura), sibutramina (5, 10 ¢ 20 ug/mL de meio de cultura), C.
ecalyculata (25, 50,80 pg/mL de meio de cultura) e E. grandiflorus (25, 50, 80 pug/mL de meio de
cultura. Para cada amostra de sangue coletada (individuo) foram feitos 14 frascos de meio de
cultura e distribuidos os tratamentos.

ApOs 24 horas de cultura, colheu-se uma aliquota para realizacdo do Ensaio Cometa (TO0),

e adicionou-se os tratamentos, retornando os frascos para a camara de cultura por mais 24 horas.
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Decorrido este periodo foram retiradas aliquotas (500 pL) para realizacdo do Ensaio Cometa
(semelhante ao descrito no item 2.7) e a suspensdo celular restante foi concentrado por
centrifugacdo (1000 rpm/5 minutos), desprezado o sobrenadante e adicionado 5 mL de meio de
cultura completo (como descrito no item 2.14) juntamente com 5,0 pg/mL de meio de cultura de
citocalasina B. Apos generosa homogeneizacgdo os frascos de cultura retornam para a cdmara de
cultura por mais 28 horas. Decorrido este periodo as células sdo colhidas para a realizacdo do
Teste, cuja técnica foi semelhante a usada nos itens 2.12 € 2.13 com a exce¢do que aqui as células

ndo estdo aderidas.

3.16 Teste de Viabilidade Celular com Azul de Tripan
e retirar 10 UL de suspensdo celular do meio de cultura;
e misturar a 10 puL de solucdo de azul de Tripan (0,04 mg/mL);
e apos 3 minutos esse material ¢ depositado em cAmara de Neubauer e coberto com
laminula;
e contam-se 200 células em dois campos de observacao;
e as células viaveis ndo coram. As células inviaveis coram em azul;
e o resultado ¢ dado em porcentagem de células vivas (viaveis).
Consideram-se vidveis para a realizagdo do teste do cometa as culturas que apresentam uma

viabilidade celular acima de 70%.

3.17 Andlise Estatistica

Os dados em todo o estudo foram analisados usando os testes “One-Way ANOVA” e teste
t Student. Em todas as avaliagdes consideramos um nivel de significincia de 5%. Os resultados
sao expressos como média e desvio padrdo. Para realizagdo dos testes usou-se o programa
estatistico SigmaStat para Windows Versdo 1.0. Copyright© 1992 — 1994, Jandel Corporation.

William Sealy Gosset (1876 — 1937), cujos trabalhos cientificos assinava com o
pseudonimo “Student”, em 1908 descobriu a distribuicdo de uma quantidade denominada t, que
revolucionou os métodos estatisticos de estudo de pequenas amostras. O valor t ¢ a medida do
desvio entre a média (X), estimada a partir de uma amostra aleatéria de tamanho n, e a média (W)

da populagdo, usando o erro da média (S) como unidade de medida (Beiguelman, 1994).
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4. RESULTADOS

4.1 Testedo Microntcleo em Céulas de M edula Ossea de Camundongo

4.1.1 Avaliacao de sibutramina e fempropor ex

Verifica-se aumento significativo (P<0.05) na média de eritrocitos policromaticos
micronucleados (MNPCE) nos grupos que receberam tratamentos com os farmacos sibutramina
ou femproporex nas concentragdes de 10 mg/kg m.c, 20 mg/kg m.c e 40 mg/kg m.c, quando
comparados com o grupo controle negativo (tratamento com agua destilada). Quanto as diferentes
concentragdes de sibutramina ou femproporex utilizadas neste estudo, observa-se relagao dose-

resposta, ou seja, o aumento da dose acarreta no aumento do nimero de MNPCE (Figura 6).
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Figura 6: Freqiiéncias médias de eritrocitos policromaticos micronucleados (MNPCE/ 1000
PCE), observados em medula 6ssea de camundongos machos da linhagem Swiss, 24 horas apos
os tratamentos. C+ (doxorrubicina 5,0 mg/kg m.c), C- (agua destilada), S-10 (sibutramina a 10
mg/kg m.c), S—20 (sibutramina a 20 mg/kg m.c), S—40 (sibutramina a 40mg/kg m.c), F—10
(femproporex 10 mg/kg m.c), F-20 (femproporex a 20 mg/kg m.c) e F—40 (femproporex a 40
mg/kg m.c).

Examinando-se o tecido medular dos animais 24 horas ap6s o tratamento com as trés
diferentes concentracdes de sibutramina, ndo foram verificadas diferencas significativas nas
razdes PCE/NCE em comparagdo com o controle negativo (P>0.05). Nos grupos tratados com o

femproporex, foi observada diferenga significativa somente entre o controle negativo e os grupos
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tratados com as concentracdes de 20 e 40 mg/kg m.c, que apresentaram valores discretamente

superiores (P<0.05) (Figura 7).
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Figura 7: Razao PCE/NCE em medula 6ssea de camundongos Swiss examinada 24 horas apds
os tratamentos. C+ (doxorrubicina 5,0 mg/kg m.c), C- (dgua destilada), S — 10 (sibutramina a 10
mg/kg m.c), S — 20 (sibutramina a 20 mg/kg m.c), S — 40 (sibutramina a 40 mg/kg m.c), F — 10
(femproporex 10 mg/kg m.c), F — 20 (femproporex a 20 mg/kg m.c) e F — 40 (femproporex a 40
mg/kg m.c).

* valores significativamente diferentes do controle negativo (P<0.05) afiangado pelo teste t de
Student.

Foi observada redugdo significativa nas médias de MNPCE nos tratamentos controle
negativo; sibutramina e femproporex, na concentracdo de 40 mg/kg m.c, em andlises realizadas

48 horas apds os tratamentos (P<0.05) (Figura 8).
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Figura 8: Freqiiéncia média de eritrocitos policromaticos micronucleados (MNPCE/ 1000 PCE),
analisados em medula 6ssea de camundongos machos da linhagem Swiss 24 horas (barras lisas) e
48 horas (barras texturizadas) apds os tratamentos. C+ (doxorrubicina 5,0 mg/kg m.c), C- (agua
destilada), S — 40 (sibutramina a 40 mg/kg m.c), F — 40 (femproporex a 40 mg/kg m.c).

* valores significativamente diferentes (P<0.05) na comparacao entre 24 horas e 48 horas de
exposi¢ao para o mesmo tipo de tratamento afiangado pelo teste t de Student.

Analisando-se a razdo PCE/NCE, apds 48 horas de tratamento, ndo foram verificadas
diferencas significativas entre os grupos tratados com sibutramina e femproporex em comparacao

com o controle negativo (P>0.05) (Figura 9).
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Figura 9: Razao PCE/NCE em medula 6ssea de camundongos Swiss examinada 48 horas
apods os tratamentos. C+ (doxorrubicina 5,0 mg/kg m.c), C- (dgua destilada), S — 40 (sibutramina
a 40 mg/kg m.c) e F — 40 (femproporex a 40 mg/kg m.c).
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4.1.2 Avaliacdo dos extratos de E. grandiflorus e C. ecalyculata

Tanto o extrato de C. ecalyculata quanto o de E.grandiflorus, nas concentragdes
avaliadas, ndo apresentaram diferencas significativas (P>0.05) na média das freqiiéncias de
eritrocitos policromdticos, quando comparados com o tratamento controle negativo. Também nao
foram observadas variagdes significativas nas freqiiéncias médias de MNsPCE (P>0.05) entre as
diferentes concentragdes para os dois fitoterapicos (Tabela 1).

Quanto a razdo entre PCE/NCE, nao hé diferengas (P>0 .05) para os tratamentos com as
diferentes concentra¢des do fitoterapico E.grandiflorus em comparagdo ao tratamento controle
negativo. O fitoterapico C. ecalyculata nas concenta¢des de 1000 e 2000 mg/kg m.c possui valor
da razdao PCE/NCE significativamente superior (P<0.05) quando comparado ao tratamento

controle negativo (Tabela 1).

Tabela 1: Freqiiéncia média de eritrocitos policromaticos micronucleados (MNsPCE) e relagao
PCE/NCE, analisadas em medula 6ssea (fémur) de camundongos machos da linhagem Swiss 24
horas apés os tratamentos.

Tratamentos Doses Numero de PCE Média de Média da Razao
Analisados MNPCE/2000PCE PCE/NCE?
(n® de animais)
Controle 10 mL/kg m.c 12000 7,667 £ 2,066 2,577 +£0,218
negativo 6
(H,0)
Doxorrubicina 5.0 mg/Kg m.c 12000 35,000 + 6,066* 2,287 + 0,180
6
C. ecalyculata 500 mg/Kg m.c 12000 8,167 + 1,329 2,648 + 0,145
6
C. ecalyculata 1000 mg/Kg m.c 12000 10,500 + 2,345 2,849 + 0,196*
6
C. ecalyculata 2000 mg/Kg m.c 12000 8,667 + 2,422 3,157 £ 0,370*
6
E. grandiflorus 500 mg/Kg m.c 12000 8,833+1,722 2,618 + 0,199
6
E. grandiflorus | 1000 mg/Kg m.c 12000 10,500 + 2,429 2,663 £ 0,213
6
E. grandiflorus | 2000 mg/Kg m.c 12000 9,500 + 2,811 2,631 + 0,146
6

* valores diferentes do controle negativo (P<0.05) afiancado pelo teste t de Student.
* foram avaliadas 400 células por animal.
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Nos tratamentos cronicos por 15 dias consecutivos com uma dose diaria de 2000 mg/kg
m.c dos extratos hidretandlicos dos fitoterdpicos, nao houve elevacdes nas médias (P>0.05) de

MNPCEs quando comparado com o controle negativo (Figura 10).
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Figura 10: Médias das freqiiéncias de MNPCEs na medula d6ssea de camundongos Swiss
examinada 15 dias apods tratamento didrio com C- (4dgua destilada 10 mL/kg m.c), P2000 (C.
ecalyculata a 2000 mg/kg m.c) e C2000 (E. grandiflorus a 2000 mg/kg m.c).

Quanto a razdo PCE/NCE nao hé diminui¢do dos valores em compara¢do com o controle
negativo, apds 15 dias consecutivos de tratamento, e sim, uma discreta elevagdo do valor do

tratamento com porangaba (P<0.05) (Figura 11).
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Figura 11. Razdo PCE/NCE em medula 6ssea de camundongos Swiss examinada 15 dias apos
tratamento diario com C- (agua destilada 10mL/kg m.c), P2000 (C. ecalyculata a 2000 mg/kg
m.c) e C2000 (E. grandiflorus a 2000 mg/kg m.c).
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4.2 Teste do Micronucleo em Sangue Periférico de Camundongo

4.2.1 Avaliacao de sibutramina e fempropor ex

Os tratamentos com o farmaco sibutramina, nas concentragdes de 10 mg/kg m.c, 20
mg/kg m.c e 40 mgkg m.c, elevaram significativamente a freqiiéncia de hemacias
micronucleadas (P<0.05), no sangue periférico de camundongos Swisss, apos 24 horas de
tratamento, em comparacdo com o tratamento controle negativo. Nao foi verificada diferenca
significativa (P>0.05) quando se comparou o valor médio de hemacias micronucleadas, do grupo
tratado com sibutramina a 10 mg/kg m.c com o grupo tratado com 20 mg/kg m.c. No entanto, o
grupo de animais tratados com sibutramina a 40 mg/kg possui valor médio de hemadcias
micronucleadas superior (P<0.05) aos dois grupos tratados com as outras concentragdes.

Os tratamentos com o farmaco femproporex, nas concentragdes de 10 mg/kg m.c, 20
mg/kg m.c e 40 mg/kg m.c, também elevam a freqiiéncia média de hemdcias micronucleadas
(P<0.05) em comparacdo com o tratamento controle negativo. Nao foram observadas diferencas
significativas (P>0.05) na freqiiéncia média de hemdacias micronucleadas, quando comparadas as

diferentes concentragdes de femproporex entre si (Figura 12).
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Figura 12: Freqiiéncia média de hemacias micronucleadas em 1000 hemacias de sangue
periférico de camundongo Swiss verificada 24 horas apds os tratamentos. C+ (Doxorrubicina 5,0
mg/kg m.c), C- (dgua destilada), S- 10 (sibutramina a 10 mg/kg m.c), S — 20 (sibutramina a 20
mg/kg m.c), S — 40 (sibutramina a 40 mg/kg m.c), F — 10 (femproporex 10 mg/kg m.c), F -20
(femproporex a 20 mg/kg m.c) e F — 40 (femproporex a 40 mg/kg m.c). Foram analisadas 2000
hemacias por animal e 6-8 animais por tratamento.

*Valor diferente (P<0.05) dentro do mesmo tratamento afiangado pelo teste t de Student.

53



RESULTADOS

Os farmacos sibutramina e femproporex, na concentragao de 40 mg/kg m.c, elevam
significativamente o nimero médio de hemacias micronucleadas (P<0.05), no sangue periférico de
camundongo Swiss, apos 48 h de tratamento, em relagdo ao controle negativo. Quando comparados
os grupos de 48 horas com os grupos de 24 horas apds o tratamento, verificou-se que ocorre um
decréscimo significativo (P<0.05) no numero médio de hemadcias micronucleadas nos animais
tratados com sibutramina ou femproporex, na concentracao de 40 mg/kg m.c. Nao foi observada
diferenca significativa (P>0.05) para o tratamento controle negativo quando se compara estes dois
periodos. Para o tratamento controle positivo, também foi observado um decréscimo significativo

(P<0.05) no nimero médio de eritrocitos micronucleados apds 48 horas de tratamento (Figura 13).
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Figura 13: Freqiiéncia média de hemacias micronucleadas em 1000 hemacias de sangue
periférico de camundongo Swiss verificada 24 horas (barras lisas) e 48 horas (barras texturizadas)
apos os tratamentos. C+ (doxorrubicina 5,0 mg/kg m.c), C- (agua destilada), S — 40 (sibutramina
a 40 mg/kg m.c), F — 40 (femproporex a 40 mg/kg m.c). Foram analisadas 2000 hemacias por
animal e 6-7 animais por tratamento.

* valores diferentes (P<0.05) comparando dois periodos de exposicdo do mesmo tratamento
afiancado pelo teste t de Student.

4.2.2 Avaliacao dos extratos de C. ecalyculata e E. grandiflorus

As freqiiéncias de hemacias micronucleadas, tanto para tratamentos com C. ecalyculata,
quanto para tratamentos com E. grandiflorus, sdo significativamente maiores (P<0.05), quando
comparadas com a freqiiéncia do tratamento controle negativo. Nao ha variagdes nas freqii€ncias
de hemacias (P>0.05) entre as diferentes concentragdes dos fitoterapicos dentro dos tratamentos

(Tabela 2).
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Tabela 2: Freqiiéncia média de hemacias micronucleadas em sangue periférico de camundongos
Swiss verificada 24 horas apds os tratamentos.

Tratamentos Dose Numero de Numero de Freqiiéncia de hemacias
hemacias hemacias com micronucleadas/2000
analisadas® micronucleos

Controle negativo 10 mL/kg m.c 12000 108 18,000 + 2 ,683
(H,0)

Doxorrubicina 5.0 mg/Kg m.c 12000 226 37,667 + 3,830

C. ecalyculata 500 mg/Kg m.c 12000 133 22,167 + 3,545

C. ecalyculata 1000 mg/Kg m.c 12000 129 21,500 + 2,429

C. ecalyculata 2000 mg/Kg m.c 12000 127 21,167 £ 2,401

E. grandiflorus 500 mg/Kg m.c 12000 165 27,500 + 5,753

E. grandiflorus 1000 mg/Kg m.c 12000 158 26,333 + 4,676

E. grandiflorus 2000 mg/Kg m.c 12000 158 26,333 £ 5,922

* foram utilizados seis animais por tratamento.

No sangue periférico, as médias das hemdacias micronucleadas nos animais tratados com
os extratos dos fitoterapicos por 15 dias consecutivos sdo superiores (P<0.05) a do tratamento

controle negativo (Figura 14).
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Figura 14: Freqiiéncia média de hemacias micronucleadas em 1000 hemacias de sangue
periférico de camundongos Swiss verificada 15 dias apds o tratamento didrio com C- (4dgua
destilada 10 mL/kg m.c), P2000 (C. ecalyculata a 2000 mg/kg m.c) ¢ C2000 (E. grandiflorus a
2000 mg/kg m.c). Foram analisadas 2000 hemécias por animal e 5 animais por tratamento.

* valores diferentes (P<0.05) comparado com o controle negativo afiangado pelo teste t de
Student.
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4.3 Teste do Micronucleo em Cultura de CHO Tratadas com Dietilpropiona

Ao avaliar os possiveis danos aneugénicos e/ou clastogénicos, verificou-se que nao
existem diferencas significativas nas freqiiéncias médias de células micronucleadas quando
comparados os diferentes tratamentos com dietilpropiona com o controle negativo. Ainda que, no
tratamento com 20 pg/mL seja possivel perceber discreto aumento no valor numérico, 0 mesmo

ndo ¢ significativo (P>0.05) para atribuir esta diferenga a interferéncia do farmaco (Figura 15)
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Figura 15: Média da freqiiéncia de microntcleos em Células de Ovario de Hamster (CHO) apos
tratamento de 20 horas. C- (meio de cultura DEM-F10); C- (doxorrubicina 0,15 pg/mL); 10, 20, e
40 (dietilpropiona a 10, 20 e 40 pg/mL de meio respectivamente).

Nao ha diferencas (P>0.05) nos indices de divisdo nuclear entre as diferentes
concentragcdes de dietilpropiona e os tratamentos controle negativo e positivo. O mesmo foi

observado nas comparagdes realizadas entre as diferentes concentragdes do farmaco (Figura 16).
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Figura 16: Média do indice de divisdo nuclear (IDN) em Células de Ovario de Hamster (CHO)
apo6s tratamento de 20 horas. C- (meio de cultura DEM-F10); C+ (doxorrubicina 0,15 pg/mL);
10, 20, e 40 (dietilpropiona a 10, 20 e 40 ug/mL de meio respectivamente).

4.4 Testedo Micronucleo em Linfécitos de I ndividuos Obesos

4.4.1 Avaliacao dos farmacos sibutramina e fempr opor ex

Os linfocitos obtidos de individuos obesos e expostos in vitro, por 24 horas, aos
tratamentos com sibutramina ou femproporex, nas diferentes concentragdes avaliadas (5,0, 10 e
20 pg/mL de meio), ndo aumentaram significativamente (P>0.05) os indices de células
binucleadas com micronucleo, quando comparados com o tratamento controle negativo; com
excecao do tratamento com sibutramina na dose de 20 pg/mL de meio. Nesta dose o indice de
células binucleadas com micronucleo foi significativamente superior (P<0.05) ao verificado para
o controle negativo (Figura 17).

Entre as distintas doses do tratamento com sibutramina, ndo foram verificadas diferencas
estatisticamente significativas (P>0.05) entre os indices de c€lulas binucleadas com micronucleo.

Nos tratamentos com o femproporex, observou-se resultado similar (Figura 17).
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Figura 17: Média da freqiiéncia de linfocitos binucleados com microntcleo expostos por 24
horas a: C+ doxorrubicina (0,02 pg/mL de meio); C- (meio de cultura); S-5 (Sibutramina 5,0
ug/mL de meio); S-10 (Sibutramina 10 pg/mL de meio); S-20 (Sibutramina 20 pg/mL de meio);
F-5 (femproporex 5,0 pg/mL de meio); F-10 (femproporex 10 pg/mL de meio) e F-20
(femproporex 20 pg/mL de meio).

Nao se verificou diferengas nos indices de divisdo nuclear nos linfocitos de individuos
obesos, expostos por 24 horas aos tratamentos com: doxorrubicina 0,02 pg/mL de meio,
Sibutramina(5,0, 10 e 20 ug/mL de meio) e femproporex (5,0, 10 e 20 pg/mL de meio) e controle
negativo (meio de cultura) (Figura 18).
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Figura 18: Média do indice de divisdo nuclear (IDN) em linfocitos expostos por 24 horas a: C+
(doxorrubicina 0,02 pg/mL de meio); C- (meio de cultura); S-5 (Sibutramina 5,0 pg/mL de
meio); S-10 (Sibutramina 10 pg/mL de meio); S-20 (Sibutramina 20 pg/mL de meio); F-5
(femproporex 5,0 pg/mL de meio); F-10 (femproporex 10 ug/mL de meio) e F-20 (femproporex
20 pg/mL de meio).
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4.4.2 Avaliacao dos extratos de C. ecalyuculata e E. grandiflorus

Ao analisar os linfocitos obtidos de individuos obesos, apos a exposi¢ao por 24 horas, aos
extratos hidroalcdlicos de C. ecalyculata ou E. grandiflorus nas concentra¢des de 25, 50 ¢ 80
ng/mL de meio de cultura; verifica-se que ndo hé diferengas nos indices de células binucleadas
com micronucleo entre o tratamento controle negativo e as diferentes doses dos tratamentos com
os fitoterapicos (Figura 19).

Também nao verificou variagoes entre as diferentes doses do mesmo tratamento tanto

para C.ecalyculata quanto para E.grandiflorus (Figura 19).
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Figura 19: Média da freqiiéncia de linfocitos binucleados com micronicleo expostos por 24
horas a: C+ doxorrubicina (0,02 pg/mL de meio); C- (meio de cultura); P-25 (C. ecalyculata 25
ug/mL de meio); P-50 (C. ecalyculata 50 pg/mL de meio); P-80 (C. ecalyculata 80 ug/mL de
meio); C-25 (E.grandiflorus 25 ug/mL de meio); C-50 (E.grandiflorus 50 pg/mL de meio) e C-
80 (E.grandiflorus 80 pug/mL de meio).

Com relagao as possiveis interferéncias dos extratos de C.ecalyculata e E. grandiflorus na
divisdo nuclear de linfécitos obtidos do sangue venoso de individuos obesos. Verifica-se que em
todos os tratamentos avaliados, inclusive os controles positivo e negativo, ndo houve diferencas

estatisticamente consideraveis (P>0.05) em termos estatisticos (Figura 20).
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Figura 20: Média do indice de divisdo nuclear (IDN) em linfocitos expostos por 24 horas a: C+
doxorrubicina (0,02 ug/mL de meio); C- (meio de cultura); P-25 (C. ecalyculata 25 pg/mL de
meio); P-50 (C. ecalyculata 50 pg/mL de meio); P-80 (C. ecalyculata 80 pg/mL de meio); C-25
(E.grandiflorus 25 pg/mL de meio); C-50 (E.grandiflorus 50 pg/mL de meio) e C-80
(E.grandiflorus 80 ug/mL de meio).

4.5 Ensaio Cometa

4.5.1 Avaliacdo do femproporex e sibutramina em sangue periférico de camundongos

Os animais tratados durante 24 horas com o farmaco sibutramina, nas concentragdes 10,
20 e 40 mg/kg m.c apresentam escores de danos (ED) no DNA leucocitario significativamente
maiores em relagdo ao controle negativo (P<0.05). No grupo de animais tratados com
sibutramina, na concentragdo de 10 mg/kg m.c, o escore de dano é menor que os grupos tratados
com concentragoes de 20 mg/kg m.c e 40mg/kg m.c (P<0.05). No grupo tratado com 40 mg/kg
m.c de sibutramina foi observado escore de danos significativamente menor que o grupo tratado
com 20 mg/kg m.c deste farmaco (P<0.05) (Tabela 3).

Os animais tratados durante 24 horas com o firmaco femproporex, nas concentracdes de
10, 20 e 40 mg/kg m.c também apresentaram um aumento significativo no escore de danos no
DNA leucocitario quando comparados ao grupo controle negativo (P<0.05) (Tabela 3).

O farmaco femproporex também induz um aumento significativo dos escores de danos
nas concentragdes de 20 mg/kg m.c e 40 mg/kg m.c em comparagdo com 10 mg/kg m.c (P<0.05)

(Tabela 3).
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Tabela 3: Escore de Dano (ED) no DNA observados em leucécitos de camundongo Swiss 24
horas apds os tratamentos.

Tratamentos Dose Numero de | Numero de cometas Escores de
animais analisados danos/100 cometas
Controle negativo 10 mL/kg m.c 8 1600 8,500 + 2,329
(H:0)

Doxorrubicina 5 0 mg/kg m.c 8 1600 62,400 * 6,346*
Sibutramina 10 mg/kg m.c 6 1200 25,636 + 2,838*
Sibutramina 20 mg/kg m.c 6 1200 44,600 = 4,477*
Sibutramina 40 mg/kg m.c 6 1200 37,000 + 4,295*

Femproporex 10 mg/kg m.c 7 1400 25,400 + 5,739*
Femproporex 20 mg/kg m.c 7 1400 46,500 + 5,503*
Femproporex 40 mg/kg m.c 7 1400 49,300 + 6,391*

*: valores significativamente diferentes do controle negativo (P<0.05) afiancado pelo teste t

de Student.

Ao avaliar o escore de dano nos grupos tratados com sibutramina e nos grupos tratados

com femproporex na concentragdo de 40 mg/kg m.c, pelos periodos de 3, 24 e 48 horas,

observou-se que, para ambos os fArmacos, ndo existe diferenca significativa nos escores de danos

quando se compara 3 horas e 24 horas (P>0.05). E apds 48 horas de tratamento, ocorre redugao

significativa dos escores de danos, quando comparado com os outros dois periodos (Figura 21).

Nao foi observada diferenca significativa nos escores de danos para o tratamento controle

negativo nos periodos de tratamentos de 3 e 48 horas. Para o tratamento controle positivo, o

maior escore de dano ¢ observado 24 horas apds o tratamento ¢ o menor escore de dano ¢

observado apés 48 horas de tratamento (P<0.05) (Figura 21).
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Figura 21: Escore de danos (ED) no DNA leucocitario de camundongo Swiss observados 3
(barra branca) 24 (barra com esfera) e 48 (barra preta) horas apds os tratamentos. C+
(doxorrubicina 5,0 mg/kg m.c), C- (agua destilada), S — 40 (sibutramina a 40 mg/kg m.c), F — 40
(femproporex a 40 mg/kg m.c). As barras estdo dispostas na ordem crescente de tempo. Foram
analisadas 100 células por animal e 6-8 animais por tratamento.

* Valor significativamente diferente (P<0.05) dentro de cada tratamento comparando os trés
periodos (3, 24 e 48h) afiancado pelo teste t de Student.

4.5.2 Avaliacao dos extratos de C. ecalyculata e E. grandiflorus em sangue periférico de
camundongos

Nao ha diferengas nos escores de danos no DNA (P>0.05) tanto para os tratamentos com
C. ecalyculata quanto para os tratamentos com E. grandiflorus em comparagdo com o tratamento
controle negativo. Também ndo ha diferencas nos escores de danos entre as distintas

concentragdes dentro dos tratamentos (Figura22).
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Figura 22: Escores de danos (ED) no DNA leucocitario de camundongo Swiss observados 24
horas apods os tratamentos. C+ (doxorrubicina 5,0 mg/kg m.c), C- (dgua destilada), P-500 (C.
ecalyculata a 500 mg/kg m.c), P-1000 (C. ecalyculata a 1000 mg/kg m.c), P-2000 (C.
ecalyculata a 2000 mg/kg m.c) C-500 (E. grandiflorus a 500 mg/kg m.c), C-1000 (E.
grandiflorus a 1000 mg/kg m.c) e C-2000 (E. grandiflorus a 2000 mg/kg m.c). Foram analisadas
50 células por animal e 6 animais em cada tratamento.

4.5.3 Avaliacédo do femproporex e sibutramina em linfocitos de individuos obesos

Ao avaliar a possibilidade de danos genotoxicos em linfocitos obtidos do sangue venoso
de individuos obesos, expostos in vitro, aos farmacos sibutramina ou femproporex obteve-se os
seguintes resultados: apds 24 horas de tratamento com o farmaco sibutramina nas concentragdes
de 5, 10 e 20 pg/mL os linfécitos apresentaram escore de danos maiores (P<0.05) que o do
tratamento controle negativo. Entre as diferentes doses do tratamento com a sibutramina ndo ha
variagdo consideravel (P>0.05) nos escores de danos (Figura 23).

O farmaco femproporex avaliado nas mesmas condigdes de tratamento, também
apresentou resultado similar ao apresentado pela sibutramina, ou seja, em todas as concentragdes
avaliadas o escore de danos nos linfocitos foi superior (P<0.05) ao verificado no tratamento
controle negativo. Entre as diferentes doses dos tratamentos com femproporex também nao ha
variagdes consideraveis (P>0.05) no escores de danos (Figura 23).

Ao defrontar-se o resultado de escore de danos nos linfocitos avaliados no tempo (TO)
com os dos linfécitos do tratamento controle negativo, ndo se detectou diferenca significativa

(P>0.05) em termos estatisticos (Figura 23).
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Figura 23: Escore de danos avaliados em linfocitos do sangue venoso de individuos obesos apos
24 de tratamento.C- (meio de cultura), TO (Ensaio Cometa feito imediatamente apds a colheita do
sangue), C+ (doxorrubicina 0,02 pg/mL), S5 (sibutramina 5,0 pg/mL), S10 (sibutramina 10
png/mL), S20 (sibutramina 20 pg/mL), F5 (femproporex 5,0 ug/mL), F10 (femproporex 10
ug/mL) e F20 (femproporex 20 pg/mL).

4.5.4 Avaliacdo dos extratos de C. ecalyculata e E. grandiflorus em linfocitos de individuos
obesos

Ao avaliar os linfécitos do sangue venoso de individuos obesos apds 24 horas de
tratamento com extrato de C. ecalyculata nas concentragdes de 25, 50, e 80 pg/mL de meio de
cultura, verificou-se pelo Ensaio Cometa que os escores de danos nos tratamentos com as
concentragdes de 25 e 80 pg/mL ndo sdo diferentes em termos estatisticos do escore de danos do
tratamento controle negativo. O tratamento com C. ecalyculata na concentragdo de 50 ug/mL
apresenta escore de danos nos linfécitos superior ao do tratamento controle negativo. Nao ha
diferencas significantes, em termos estatisticos, entre os escore de danos dos linfocitos tratados
com as distintas doses de C. ecalyculata avaliadas (Figura 24).

Nos tratamentos dos linfocitos com o extrato de E. grandiflorus nas concentragdes de 50 e
80 pg/mL os escores de danos foram superiores (P<0.05) ao do controle negativo. Na
concentragdo de 25 pg/mL ndo ha diferenga (P>0.05). Dentro do tratamento ndo ha diferencas

(P>0.05) nos escores de danos entre as trés doses avaliadas (Figura 24).
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Figura 24: Escore de danos avaliados em linfocitos do sangue venoso de individuos obesos apos
24 horas de tratamento.C- (meio de cultura), C+ (doxorrubicina 0,02 pg/mL), P25 (C. ecalyculata
25 ug/mL), P50 (C. ecalyculata 50 ug/mL), P80 (C. ecalyculata 80 pug/mL), C25 (E. grandiflorus
25 ug/mL), C50 (E. grandiflorus 50 pg/mL) e C80 (E. grandiflorus 80 ug/mL).

4.5.5 Avaliacao do farmaco dietilpropiona em culturade CHO

O tratamento com o controle positivo apresentou escore de danos significativamente
diferente (P<0.05) dos demais tratamentos. Comparando o valor do escore de danos do controle
negativo com o dos tratamentos com dietilpropiona, nas diferentes concentracdes, verificou-se
que ha diferenga significativa apenas entre a concentracdo de 20 ug/mL de meio de cultura
(Figura 25). Cabe ressaltar que neste experimento as células foram semeadas e, ao atingirem
confluéncia, foram realizados os tratamentos, sendo estas células analisadas sem descartar o meio

de cultura onde elas estavam em proliferagdo.
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Figura 25: Scores de danos em DNA de Células de Ovario de Hamster (CHO) apos tratamento
de 20 horas. C- (meio de cultura DEM-F10); C+ (doxorrubicina 0,15 pg/mL); 10, 20, e 40
(dietilpropiona a 10, 20 e 40 ug/mL de meio respectivamente).

* Valor diferente(P<0.05) do controle negativo afiangado pelo teste t de Student.

4.6 Avaliacdo da Eficicia dos Extratos de C. ecalyculata e E. grandiflorus

Apo6s 15 dias de tratamento com uma dose didria de 2000 mg/kg m.c de extrato de C.
ecalyculata ou E. grandiflorus constatou-se que os fitoterapicos na concentragdo avaliada ndo
reduziram (P>0.05) o ganho médio de massa corporal, nem o consumo médio de ragdo dos
animais quando comparados com o tratamento controle negativo. O grupo de animais tratados
com E. grandiflorus apresentou discreto aumento no ganho de massa, enquanto o grupo tratado

com C. ecalyculata apresentou uma pequena redugdo no consumo de agua (Figura 26).
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Figura 26: Avaliacdo da eficacia dos extratos etanolicos de C. ecalyculata (barra branca com
textura) e E. grandiflorus (barra preta) na redu¢do de massa corporal (g), consumo de ragdo (g) e
ingestdo de dgua (mL) em camundongos Swiss tratados por 15 consecutivos com 2000 mg/kg
m.c/dia do extrato. O controle negativo tratado com 10 mL/kg m.c de agua ¢ representado pelas
barras brancas. Cada barra representa o valor médio apos os 15 dias de tratamentos.

4.7 Avaliacéo da Viabilidade Celular para Tratamento CHO com dietilpropiona

Quanto a viabilidade celular constatou-se que em todas as concentracdes avaliadas, a
dietilpropiona apresenta valores mais elevados (P<0.05) de apoptose quando comparada com o
controle negativo. Dentro dos tratamentos com dietilpropiona, ndo hé diferencas (P>0.05) nos
indices de apoptose entre tratamentos nas concentragdes de 10 e 40 pg/mL e, o tratamento na
concentragdo intermedidria (20 pg/mL) € ligeiramente menor (P<0.05) que as outras duas
(Figura 27).

Quanto ao niumero de células necroéticas, ndo ha diferencas (P>0.05) entre as médias dos

diferentes tratamentos com dietilpropiona comparados com controle negativo (Figura 27).
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Figura 27: Viabilidade média em células de ovario de hamster (CHO) apés tratamento de 20
horas. C- (meio de cultura DEM-F10); C+ (doxorrubicina 0,15 pg/mL); 10, 20, e 40
(dietilpropiona a 10, 20 e 40 pg/mL de meio respectivamente). Foram analisadas 500 células por

tratamento e 3 experimentos independentes.
* valor diferente dentro do mesmo tratamento (P<0.05) afiancado pelo teste t de Student.
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5. DISCUSSAO

5.1 Sibutramina e Femproporex em Camundongo

A sibutramina ¢ uma p-fenetilamina metabolizada no figado principalmente pela
isoenzima CYP3A4. Sua demetilagdao produz o mono e di-desmetilsibutramina (M; e M), ambos
farmacologicamente ativos. Apresenta rapida e ampla distribui¢dao nos tecidos animais, atingindo
os picos plasmaticos 1 - 2 horas (droga) e 3 - 4 horas (metabolitos), e tem meia-vida plasmatica
de 14 - 16 horas em humanos. Através de estudo em camundongos e ratos, por um periodo de 2
anos, usando uma dose plasmatica dos dois metabolitos, em concentragdo 21 vezes maior que a
dose diaria para humanos (20 mg), nao foram relatados riscos de carcinogenicidade (Behar,2002;
Collins, 2008; Tice, 2000). Ainda que, alguns serotoninérgicos (Fenfluramina e dexfenfluramina)
foram retirados do mercado por produzirem lesdes similares a carcinoma (Tice, 1998).

A sibutramina ndo apresentou mutagenicidade em varios ensaios realizados in vitro e com
camundongos. No entanto, os dois metabolitos apresentaram resultados ambiguos para atividade
mutagénica, em teste bacteriano de Ames (Tice, 2000). O acompanhamento pds-mercado da
sibutramina serd importante para avaliar sua seguranca, pois ela ¢ a primeira droga de sua classe
usada para controle de obesidade ¢ normalmente os dados avaliados na época do langamento de
um produto sdo limitados (Abolfathi et al; 2004; Product Information: Meridia(R), 1999).

Alguns indicios de riscos genotoxicos reforcam a necessidade de intensificar os estudos
sobre este farmaco. O FDA ndo recomenda o uso de sibutramina durante a gravidez. Ramzi et al
(2005) descrevem dois casos de uso de sibutramina durante a gravidez, onde uma das maes teve
sangramento € a crianga foi abortada. Analisando-se a placenta, foram observados sinais de
anomalias cromossOmicas. J4 em ratos ndo foram encontradas evidéncias teratogénicas nas doses
1, 3 e 10 mg/dia, entretanto, em coelhos verificou-se malformacdes cardiovasculares (Physicians
Desk Reference (PDR), 2004). Em outro estudo envolvendo 10 parturientes, que tomaram
sibutramina durante o primeiro trimestre de gestacao, duas tiveram abortos espontaneos (Ramzi
et al., 2005). Ja De Santis et al., (2006) avaliou 52 mulheres que foram expostas a sibutramina no
primeiro trimestre da gravidez e ndo verificaram nenhum caso de anomalia congénita nos
neonatos.

A sibutramina atua inibindo a recaptagdo de serotonia, noroadrenalina e dopamina

provocando reducdo na ingestdo de alimentos, estimulando a termogénese e aumentando o gasto
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energético (Kiortsis et al., 2008; Hainer et al., 2006). Em camundongos a sibutramina ativa os B;
_ adrenoceptores que estimula o tecido adiposo a consumir mais glicose, acelerando a taxa
metabolica, aumentando a temperatura corporal e o consumo de oxigénio (Luque e Rey, 2002).

O femproporex ¢ um catecolaminérgico baseado na B-fenetilamina (todos anorexigenos
de acdo central sdo baseados na B-fenetilamina). O esqueleto B-fenetilaminico também faz parte
da estrutura de neurotransmissores como: dopamina, noroepinefrina, e epinefrina. Poucos estudos
tém avaliado a seguranga dos agentes catecolaminérgicos (Moreira et al., 2005).

O femproporex € metabolizado em anfetamina e metanfetamina. Moreira €t al., (2005),
verificaram que héd escassez de dados experimentais relacionados ao femproporex. Como o
camundongo metaboliza o femproporex por vias similares a dos humanos, ele aplicou dose diaria
de 15 mg/kg m.c neste animal e concluiu que a droga nesta concentragdo exibe baixo potencial
teratogénico (Cody et al., 1999; Kraemer €t al., 2004).

A metabolizacdo do femproporex ocorre pela simples e dupla hidroxilagdo aromatica
seguida por metilagdao e degradacao de toda cadeia por N-dealquilacdo para anfetamina. Alcanca
concentragdo plasmatica em 2 - 4 horas, seu efeito dura de 6 - 8 horas e ¢ eliminada pela urina
apos 48 horas da ingestdo. A anfetamina tem meia-vida de 7 - 14 horas e a metanfetamina de 4 -
5 horas (Kowallowski, 2000; Behar,2002).

H4 evidéncias de que as anfetaminas induzem efeitos dismorfogénicos no
desenvolvimento embrionario de ratos in vitro, e também afeta o desenvolvimento embrionario-
fetal de camundongos. Em humanos a exposi¢ao a anfetaminas durante a gestagdo esta associada
a malformagoes cardiacas congénitas, atresia biliar, ¢ aumenta o risco de ocorréncia de fendas
palatais, anencefalia, microcefalia, retardo mental, e baixo peso ao nascimento (Cody et al.,
1999).

A anfetamina ¢ uma substdncia simpatomimética relacionada a noroepinefrina. Atua
estimulando a liberagdo de noroepinefrina que estimula os receptores alfa e beta provocando
hipertermia e aceleragao do metabolismo (Kowallowski, 2000).

A mitocondria ¢ o maior sitio gerador de ROS (Reactive Oxygen Species) no
compartimento celular. Em condigdes de estresse oxidativo pode provocar necrose € morte
celular, doencas degenerativas, hipertensdo, envelhecimento, cancer, aterosclerose, inflamagao,
fibrose cistica, doenga de Parkinson ¢ Alzheimer (Burcham, 1999; Brand et al., 2004; Serviddio

et al., 2007). Durante a respiragdo celular em condigdes fisiologicas normais elétrons podem
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escapar da cadeia respiratoria e reagir inapropriadamente com o oxigénio formando ROS
(Serviddio et al., 2007). Este escape de elétrons pode ser estimado em 0,5 - 2% em condigoes
fisiologicas, mas pode estar significantemente aumentado em certas condi¢oes (Burcham, 1999).
Devido as alteragcdes no metabolismo um nimero consideravel de danos no DNA pode ser
atribuido a agdo de oxidantes enddgenos oriundos das vias metabolicas (Lowell e Spiegelman,
2000).

Uma possivel explicagdo para a genotoxicidade destes dois farmacos € por agdo indireta
através da inducdo do estresse oxidativo. Estas drogas atuam no sistema nervoso simpatico que ¢
o maior componente efetor da termogénese em musculos esqueléticos e tecido adiposo. Em
roedores a estimulagdo do sistema nervoso simpatico provoca a liberacdo de mediadores
quimicos (noradrenalina) que atuam nos receptores beta adrenérgico do tecido adiposo marrom
promovendo a liberacdo de AMPc que ativa a proteina kinase A que por sua vez fosforila a
Perillipina e pode ter efeito agudo, estimulando a lipolise e ativando a UCP1; ou efeito cronico na
transcricdo de UCP1, biogénese de mitocondria ¢ hiperplasia de tecido adiposo (Fisher et al.,
1998; Nagy et al., 2004; Souza et al., 2007). As UCPs sdo proteinas conhecidas por nao acoplar
consumo de oxigénio e fosforilacdo de ADP em tecido adiposo e promover a termogénese. Se 0s
substratos (4cidos graxos e carboidratos) sdo oxidados e ndo s3o produzidos ATP, a cadeia
transportadora de elétrons pode ficar em estado reduzido com possibilidade de produzir ROS por
transferéncia de elétrons para o oxigénio.Tem sido postulado que a fun¢do das UCP limita a
producdo de ROS (Diehl e Hoek, 1999; Serviddio et al., 2007; Burcham, 1999; Adler, 1984)
ainda que estudos recentes tem afirmado que UCP2 diminui a taxa de ROS dentro da
mitocondria, mas aumenta-o fora (Diehl e Hoek, 1999).

Estas drogas promovem aumento do metabolismo por meio da elevacdo de ion calcio
(Ca®"). No meio intracelular e o calcio otimiza a atividade de algumas enzimas que participam do
ciclo do acido citrico (Brand et al., 2004). H4 aumento na formagdo de ROS que normalmente
sdao detoxificados por um eficiente sistema antioxidante. Um desequilibrio entre a geragao de
ROS e a detoxificagdo, em condi¢des ndo fisiologicas pode resultar no estresse oxidativo (Brand
et al., 2004). Mitocondrias isoladas de camundongos em restri¢do caldrica (baixo metabolismo)
podem reduzir a taxa metabolica em até 40%, e produz menos ROS que os controles. Esta
diminuicdo de ROS esta correlacionada com a diminuicao de danos oxidativos em tecidos de

camundongos (Serviddio et al., 2007; Souza et al., 2007). Amparando-nos nestas observagoes
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podemos sugerir que os danos genotoxicos causados por sibutramina e femproporex sao
resultantes de suas agdes no sistema nervoso simpatico desencadeando alteragdes no metabolismo
oxidativo que rompe o equilibrio entre a geracdo de ROS e a detoxificagdo, possibilitando a
ligacdo de radicais livres com macromoléculas vitais como proteinas ¢ DNA. Estudos
quantitativos de ROS em animais tratados com estes farmacos poderdo esclarecer melhor a
questao.

A relagdo entre PCE/NCE verificada em eritrocitos da medula dssea possibilita estimar o
indice de toxicidade das substincias testes neste tecido. A razdo PCE/NCE com valore acima de
1,0 e abaixo de 0,5 revelam problemas de citotoxicidade que podem ou ndo ser genotoxicos
(Mavournin et al.,1990; Gollapudi ¢ McFadden, 1995) Redug¢do na propor¢ao de eritrocito
imaturo sobre total de eritrocito tanto na medula quanto em sangue periférico sdo indicativos de
toxicidade na medula 6ssea (Aleisa et al., 2007) Ja Adler (1984), propds uma relagdo esperada de
1:1 entre PCE/NCE e recomenda evitar conducdo de experimento onde razdo PCE/NCE for
menor que 25%. Gollapudi e McFadden, (1995) estimaram uma freqiiéncia esperada de 50-60%
de PCE entre o total de eritrocitos da medula ossea.

Em nosso trabalho todos os valores estdo acima de 1,0 o que nos permite deduzir que as
substancias em teste estdo provocando uma hiperproliferagdo de PCE ou uma destrui¢do de NCE.
Como o controle negativo (agua) também possui valor acima de 1,0 tal dedugdo fica prejudicada.
Adler, (1984) faz a seguinte adverténcia: se por um lado o aumento de NCE pode significar
efeitos citotoxicos (morte das células jovens ou depressdo da proliferagdo da medula), por outro o
aumento de PCE pode significar uma proliferacdo regenerativa devido a depressdo medular
anterior. Como nosso tratamento ¢ agudo e trabalhamos com animais provindo de biotério
confiavel esta ultima hipdtese ndo ¢ elucidativa deste aumento na razdo PCE/NCE, ainda que as
drogas testadas possam interferir nos mecanismos hematopoiéticos provocando proliferacao. No
trabalho de Bueno e Agostini, (2001) verificou-se situacdo semelhante. O controle positivo
apresenta um valor de razao PCE/NCE duas vezes maior que o controle negativo como nao se
espera que isto decorra de uma resposta regenerativa, pois o tratamento ¢ agudo, e sim de uma
depressdo medular eles suspeitaram que houvesse irregularidade da fungdo eritropoiética da
medula d6ssea dos animais do biotério e que tornaria mais pronunciada com o aumento da
toxicidade local por exposicdo a droga. Em nosso estudo ndo verificamos diferenga entre os

controles positivo e negativo, mas a quantidade de MNPCE no controle positivo ¢ mais de 5
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vezes maior que a do controle negativo indicando o efeito da atuagao da droga na medula. Como
todos os valores da razdo PCE/NCE sao superiores ao do controle negativo podemos sugerir que
as drogas estejam destruindo NCE e/ou estimulando a proliferagdo medular justificando estas
diferencas. As diferencas ndo sdo tdo pronunciadas devido ao curto tempo de exposi¢do.
Comparando os tratamentos de 24 horas e 48 horas para doxorrubicina os valores permaneceram
iguais o que pode ser justificado pela permanéncia do efeito desta droga que tem meia vida longa;
com as outras drogas houve redugdo o que estd de acordo com auséncia do estimulo devido suas
curtas meias vidas (Udroiu, 2006). O periodo que deve transcorrer entre a absor¢do pelo
camundongo de um agente mutagénico, sua metabolizagdo, complementagdo dos estagios finais
do ciclo de divisao, eliminagdo do nucleo do eritroblasto, € o aparecimento dos microntcleos no
PCE da medula 6ssea, ¢ no minimo de 6 horas, incluindo os atrasos que podem ocorrer no ciclo
de divisdo. Cerca de 12-24 horas depois da absor¢do os PCEs presentes na medula Ossea
correspondem aos descendentes das células que foram expostas ao agente antes da divisdo celular
enquanto os PCEs pré-existentes se movem para a circulagdo periférica e se transforma em NCE.
De acordo com Krishna e Hayashi (2000), a toxicidade medular ¢ assegurada por redugdo de
PCEs nos tratamentos em relagdo ao controle negativo. Tal fendmeno ndo ocorreu notando-se,
ainda que pequeno, aumento nas razdes PCE/NCE nos tratamentos. Apoiado nesta premissa
podemos deduzir que as substancias testadas ndo reduzem o ntimero de PCEs na medula de
camundongo nestas condicdes de teste.

Nos tratamentos com Doxorrubicina a freqiiéncia de MNPCE ¢ MNNCE aumenta no
decorrer do tempo. A maior elevacdo de MNPCE ocorre apds 48 horas do tratamento ¢ de
MNNCE ap6s 72 horas (Aleisa, et al., 2007). O Teste do Micronucleo tem um importante papel
no processo regulatdorio do desenvolvimento de uma droga. Avaliacdo da freqliéncia de
microntcleo in vivo é um teste primario da bateria de testes genotdxicos recomendados por
agéncias reguladoras em todo o mundo para avaliar possiveis riscos de farmacos para os seres
humanos. O teste detecta efeitos clastogénico e aneugénico (Krishna e Hayashi, 2000; ICH,
2008).Quando comparamos o nimero médio de hemacias micronucleadas no sangue periférico
de animais tratados com sibutramina e de animais tratados com femproporex , na concentracao de
40 mg/kg m.c, nos periodos de 24 e¢ 48 horas constatamos que para as duas drogas houve o
mesmo comportamento, ou seja houve diminuigdo da média de hemécias micronucleadas apds 48

horas do tratamento quando comparado com a analise realizada ap6s 24 horas. O controle
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positivo teve também este comportamento. Aleisa, et al (2007) verificou pico maximo de
MNNCE ap6s 72horas do tratamento com doxorrubicina; ja no controle negativo o numero
médio de hemacias micronucleadas permanece o mesmo. O que nos leva a crer que as drogas
nestas concentragdes produzem danos irreparaveis e algumas células muito danificadas sdo
retiradas da circulagdo. No compartimento medular o comportamento ¢ similar, ha uma redugao
da freqiiéncia de MNPCE apos 48 horas do tratamento, o que pode ser justificado pela destruicao
dos eritrécitos muito danificados ou por diminuicdo da concentracio das drogas no
compartimento e conseqiiente redu¢do na inducdo de danos genéticos. Com o controle positivo
verifica-se o contrario, ou seja, uma discreta elevagdo de MNPCE apds 48 horas do tratamento o
que se justifica pela maior permanéncia da doxorrubicina no organismo quando comparado com a
sibutramina e femproporex. Aleisa, et al (2007) também verificou isto com doxorrubicina
5mg/Kg m.c, e verificou o contrario para doxorrubicina a 15mg/Kg m.c em roedores.

O nivel de produgdo continua de PCEMN ¢ NCEMN depende da persisténcia do agente,
das lesdes no DNA, das taxas combinadas de formagao e perdas, de aberragdes cromossomicas ¢
da taxa de recuperacdo do ciclo celular. Havendo a interrup¢ao da acdo do agente a freqiiéncia de
PCEMN voltard a taxa anterior. O tempo estimado para que estabeleca uma freqliéncia de
equilibrio para PCEMN na medula éssea e sangue periférico de camundongo ¢ de dois e trés dias
respectivamente depois do tratamento com agente mutagénico (Cole, 1981).

Estudos adicionais comparando a freqiiéncia de eritrocitos micronucleados de sangue
periférico e medula Ossea com exposi¢do cronica (e espontdnea) mostram que eritrocitos
micronucleados acumulam no sangue periférico independente da interferéncia do bago.
Entretanto a freqiiéncia no sangue periférico € igual ou maior que na medula 6ssea (Udroiu,
2006). O baco de varias espécies remove o eritrocito micronucleado circulante. Apesar de
algumas discordancias, animais como camundongos, cavalos e felinos sdo tidos como tolerantes a
presenga de eritrocitos micronucleados na circulagdo; a permanéncia ou ndo de eritrocitos
micronucleados no sangue periférico ¢ atribuida a variagdo anatdmica presente no bago destes
animais (Udroiu, 2006). O uso de eritrocitos de medula 6ssea para testes detecta somente danos
genotoxicos recentes, enquanto medida de microntcleos em sangue periférico, devido a longa
vida do eritrocito, potencialmente pode avaliar efeito de exposi¢do cronica (Schlegel e

MacGregor, 1982).
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No teste de micronucleo para medula de 24 horas, verificamos que tanto a sibutramina
quanto o femproporex aumentam os danos clastogénicos e/ou aneugénicos em relacdo ao
aumento das doses e Krishna and Hayashi, (2000) afirmam que um critério para um resultado
positivo pode ser o aumento de MNPCE relacionado ao aumento de dose. Suter et al., (2006)
considera o tratamento positivo se a percentagem de MNPCE for 20% superior a do controle
negativo.

Verificamos que no compartimento medular, para este periodo, as freqiiéncias de PCEMN
sdo menores que as de MNNCE no sangue periférico exceto para o controle positivo onde o
nimero de NNCE no sangue periférico é menor o que também foi observado por Udroiu, (2006).
A explicagdo para o comportamento do controle positivo pode ser a mesma dada por Bueno e
Agostini, (2001), ou seja, um elevado nimero de células muito danificadas pelos eventuais
agentes genotdxicos e/ou citotdxicos, acabaria morrendo.

O ensaio cometa em sua versao alcalina ¢ muito sensivel na detecgdo de danos (quebras
no DNA e sitios alcalis labeis) e reparo no DNA. Como o dano no DNA ou falha no reparo leva a
muta¢do e mutacdes sao importantes no desenvolvimento de carcinogénese estas informagdes sao
bastante tteis (Wasson €t al., 2008; McKenna et al., 2008; Collins et al., 2008), apesar de nao
haver evidéncias que alto nivel de danos em glébulos brancos reflita em elevagdo do risco de
cancer (Dusinska e Collins 2008).

O Ensaio Cometa detecta danos primarios no DNA , muitas vezes reparaveis, enquanto o
teste do micronucleo detecta lesdes fixas nos cromossomos ou efeitos aneugénicos (Hartmann et
al., 2001). Analisando os resultados do Ensaio Cometa para sibutramina ¢ femproporex na
concentracdo de 40 mg/kg m.c nos periodos de 3, 24, e 48 horas apos o tratamento nao
verificamos diferencas nos indices de danos entre o periodo de 3 e 24 horas o que possibilita
afirmar que ndo houve reparo dos danos provocados pelos firmacos nesta concentragdo, no DNA
dos leucédcitos de camundongo. O dano nao reparavel pode ser o passo inicial da tumorigénese.
No periodo de 48 horas houve reducao do indice de dano (também expresso por escore de danos),
para ambos os farmacos o que ¢ explicado por uma diminui¢do da concentragdo plasmatica dos
farmacos e como conseqiiéncia a diminuicdo do estimulo gerador dos danos, ou também pela
eliminagdo de células muito danificadas.

Nos resultados dos tratamentos de 24 horas a sibutramina demonstra relagao dose-efeito

para as concentragdoes de 10 e 20 mg. Para a concentragdo de 40 mg ha reducdo no indice de
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danos no DNA, o que pode ser explicado por eliminagdo de células muito danificadas, ou seja,
nesta concentragao a droga produz mais danos que impossibilita a sobrevivéncia de algumas
células. Comportamento semelhante ocorre para o femproporex onde se observa uma
aproximacao dos indices de danos entre as concentracdes de 20 e 40 mg. A explicagdo para este
comportamento pode ser a mesma usada para sibutramina.

Se levarmos em consideragdao a “Human Equivalent Dose” (HED), em nosso estudo
trabalhamos com doses que variam de 1,5 a 6,5 e 1,2 a 4,85 vezes maiores que a dose prescrita
para humanos, respectivamente para sibutramina e femproporex (Shaw-Reagan et al., 2007). De
modo que nas condi¢des e metodologia deste estudo tanto a sibutramina quanto o femproporex
aumenta a freqiiéncia de danos genéticos em células hematopoiéticas de camundongos Swiss
quando comparado com o controle negativo. Devido ao elevado consumo destes farmacos em
todo o mundo e suas importancias em satde publica, n6s recomendamos a continuagdo dos
estudos no sentido de determinar os mecanismos de producdo dos danos genéticos e também

recomendamos o uso de antioxidantes associados a terapias com estas drogas.

5.2 C.ecalyculata e E.grandiflorus em Camundongo

As frequéncias de heméacias micronucleadas apos os tratamentos com os extratos dos
fitoterapicos C.ecalyculata e E.grandiflorus por 24 horas, sdo maiores que a do controle negativo,
mas a magnitude destas diferencas e a auséncia de dose-resposta permite-nos desconsiderar sua
significancia, pois de acordo com Guidelines for the Testing of Chemical, (OECD)-Guideline
476, 1997; para considerar como positivo um resultado de ensaio genotoxico o valor dos testes
devem ser maiores que o controle negativo e deve haver variagdes nas respostas a diferentes
doses da substancia teste. Ainda quanto a este resultado a elevacdo de hemacias micronucleadas
no sangue periférico quando comparada com os PCEs medulares ¢ esperada, pois segundo
Udroiu (2006) o camundongo ndo remove as hemacias micronucleadas do sangue periférico. Na
medula dssea nao verificamos variagdes estatisticamente significativas (P<.05) entre MNPCE dos
grupos tratados com os extratos dos fitoterapicos C.ecalyculata e E.grandiflorus por 24 horas e,
por 15 dias; se comparados com o grupo controle negativo. Krishna e Hayashi (2000), afirmam
que um critério para dizer que um resultado é positivo pode ser o aumento de MNPCE
relacionado ao aumento de dose, isto ndo foi verificado em nosso estudo. Konan et al., (2007),

trabalhando com extrato hidroetandlico de Anacardium occidentale, espécie que apresenta perfil
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fitoquimico semelhante C. ecalyculata, ministrando uma concentragdao de 2000 mg/kg m.c de
camundongo, verificou aumento significativo (P<.05) de MNPCEs em relagdo ao controle
negativo. A ndo observacdo de resultado semelhante em nosso trabalho pode ser devido a
diferencgas nas concentragdes das fracdes constituintes do extrato.

O aumento significativo de hemécias micronucleadas no sangue periférico tanto apos 24
horas quanto apds 15 dias de tratamento e a ndo verificagdo de alteragdes significativas nas
freqiiéncias de MNPCEs na medula 6ssea para esses mesmos periodos pode ser devido a fraca
acdo clastogénica de alguma substancia componente dos extratos o que provocaria uma discreto
aumento do numero de MNCPEs na medula mas como em camundongos nao ocorre destruicao
dos MNNCE estes acumulariam no sangue periférico. Witt et al., (2000), verificaram resultado
semelhante em camundongos submetidos a tratamento agudo (por 3 dias) e crénico (por 13
semanas) com 3,3’.4,4’-Tetracloroazobenzeno (TCAB) ¢ 3,3’,4,4’-tetracloroazoxibenzeno
(TCAOB)

Os extratos dos fitoterapicos C.ecalyculata e E.grandiflorus ndo aumentam o escore de
danos em DNA leucocitario de camundongo Swiss em comparagdo com o tratamento controle
negativo. Lopes et al., (2000), também verificaram resultado semelhante em células sanguineas,
células do figado e células do rim tratadas com extrato de Echinodorus macrophylus, ainda que,
usando alta concentragdo, verificou-se apenas fraca atividade genotoxica. A auséncia de danos
genotdxicos pode ser atribuida ao predominio de substincias antioxidantes nos extratos. Tanto o
extrato de C. ecalyculata quanto o de E. grandiflorus contém saponinas, estedides e flavonodides,
substancias avaliadas com potencial antigenotoxico e antioxidante (Zhang et al., 2008; Ahmadi,
et al., 2008; Utescha et al., 2008; Zhang et al., 2009).

Quanto a eficicia para tratamento ou controle de obesidade verificamos que os animais
tratados com E. grandiflorus (chapéu-de-couro) tiveram uma discreta elevacdo no consumo de
agua o que pode ser associado a possivel efeito diurético deste fitoterapico. Cardoso et al.,
(2003), verificaram que o extrato aquoso deste fitoterapico a 5% apresentou potente atividade
diurética em camundongos Swiss. Esta propriedade possivelmente ¢ que leva a populagdo a usa-
la crendo ser redutor de massa corporal. Nas condigdes do nosso experimento o extrato
hidroetanolico nao reduziu a ingestdo de alimento nem a massa corporal dos animais tratados. Ao
contrario, houve um discreto aumento da massa corporal. Lopes et al., (2000) observou que o

extrato aquoso liofilizado de Echinodorus macrophillus em baixa concentragao (3-23 mg/kg m.c)
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reduz a massa corporal em valores superiores a 40% em comparagdo com o controle negativo. Ja
em altas doses (297 mg/kg m.c) a redugdo foi apenas de 5%. Outra possivel explicagdo para
nosso resultado pode ser que trabalhamos com uma alta dose (2000 mg/kg m.c) ou o E.
grandiflorus ndo contém algumas substancias presentes em E. macrophillus que interfere nos
mecanismos fisiologicos relacionados ao controle da massa corporal. O E. macrophillus nao
apresentou efeito mutagénico, citotoxico ou genotoxico Lopes et al., (2000).

Para C. ecalyculata também contrario a crenga popular ndo observamos eficacia na
reduc¢do da massa corporal, ingestdo de alimento e agua. Siqueira et al., (2006), trabalhando com
uma concentracdo de 20 mg/kg mc por 13 dias também verificaram resultado semelhante em
ratos.

Nos testes citotoxicos ndo verificamos redugdes estatisticamente significativas de PCEs
entre os tratamentos e o controle negativo tanto para os tratamento agudos (24 horas) quanto para
os tratamentos cronicos (15 dias). Verificamos discreto aumento na razdo PCE/NCE quando
comparado com o controle negativo para os grupos tratados (24 horas) com C. ecalyculata (1000
mg e 2000 mg/kg mc). Apesar de Rapisarda et al., (1997), terem verificado efeito citotoxico em
outras espécies de Cordia em tratamento cronico, fato atribuido por eles a presenca de alcaldides
pirrolizidina nestas espécies. O mesmo ndo foi detectado em C. ecalyculata. O extrato metandlico
de folhas de Cordia salicifolia apresenta atividade citotoxica contra células de tumores. (Arisawa
et al., 1994). Caparroz-Assef et al., (2005) afirmaram apds estudos toxicologicos que o extrato da
Cordia salicifolia possui baixo potencial toxicoldgico e ndo encontraram evidéncias de risco
depois de prolongada exposi¢ao a dose usual.

A elevagao da razao PCE/NCE pode ser devido ao aumento da proliferacdo de PCEs ou a
reducdo de NCE. Redugdo na proporcao de eritrocitos imaturos em relacdo ao total de eritrocitos,
tanto na medula quanto em sangue periférico, sdo indicativos de toxicidade na medula Ossea
(OECD-Guideline 474, 1997). Adler, (1984), propds uma relacdo esperada de 1:1 entre
PCE/NCE, e recomenda evitar conducao de experimento onde razdo PCE/NCE for menor que
25%. Gollapudi e McFadden, (1995), estimaram uma freqiiéncia esperada de 50 a 60% de PCE
entre o total de eritrocitos da medula 6ssea. Em nosso estudo todos os valores estdo acima de 1,0,
o que nos permite deduzir que as substancias testadas estdo provocando uma hiperproliferagao de
PCE ou uma destruicao de NCE. Como o tratamento controle negativo (dgua) também possui

valor acima de 1,0, tal dedugao fica prejudicada.
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De posse dos dados desta pesquisa podemos concluir que os extratos de C. ecalyculata e
E.grandiflorus nas doses e regime terapéutico avaliadas ndo possuem atividade clastogénica nem
citotoxica para PCE de camundongos Swiss (tanto para tratamento de 24 horas quanto para 15
dias);verificado no sangue periférico. Podemos concluir também que os extratos nao
apresentaram eficdcia para tratamento de obesidade e ndo apresentaram atividade genotoxica (24
horas). Devido ao uso extensivo deste recurso natural e seu potencial terapéutico sugerimos a

continuidade dos estudos com cada fracdo componentes dos extratos.

5.3 Dietilpropiona em Culturade CHO

O farmaco dietilpropiona induz a liberacdo e inibe a recaptagdo de dopamina e
noradrenalina pelos terminais neuronais. O dietilpropiona a semelhanga do femproporex possui a
mesma estrutura feniletilamina encontrada na anfetamina (Nappo, 1996).

O farmaco dietilpropiona ¢ rapidamento absorvido no trato digestério e extensivamente
metabolizado em 2-etilamino-1-fenil-propan-1-ona e N,N-dietilnoroefedrina que ¢ excretada
quase que exclusivamente via renal. Em trabalho realizado por Han Yu et al., (2000) para
verificar a atividade fisiologica da dietilpropiona, constatou-se que ela ¢ uma pro-droga inativa
tanto na liberagcdo quanto na captacdo das aminas biogénicas. Os resultados indicaram que o
metabolito 2-etilamino-1-fenil-propan-1-ona ¢ o responsavel pelos seus efeitos bioldgicos. Outro
aspecto interessante deste estudo ¢ que este metabolito ¢ um substrato para o transportador de
noroepinefrina (NE) e um inibidor da captagdo para transportador de dopamina (DA). Esta
observacdo sugere que nas doses terapéuticas a dietilpropiona esta ligada ao aumento da
noroepinefrina no cérebro ¢ ndo de dopamina (HanYu et al., 2000). Por utilizarmos sistema in
Vvitro e ndo termos possibilidades de certificar se houve metabolizagdo do farmaco pelo sistema
celular que nds utilizamos interpretamos com cautela nossos dados e sugerimos o estudo in vivo
para melhor elucidagao.

Ao avaliar por meio do Ensaio Cometa os possiveis danos no DNA deparou-se com o
seguinte comportamento, o escore de danos nas células que receberam a concentracio
intermediaria de dietilpropiona (20 pg/mL) ¢ mais elevado que nas que receberam a inferior e a
superior. Uma possivel explicagdo para este comportamento ¢ que nesta concentragdo ha um
equilibrio entre interiorizagdo da droga e morte celular. Nesta concentragao a célula consegue

interiorizar a droga e permanecer viavel possibilitando que o firmaco (ou seus metabdlitos) atinja
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o nucleo e interfira na atividade do DNA. Na concentragdo mais baixa (10 pg/mL) a possivel
explicacao ¢ que o farmaco exerca uma fraca a¢ao genotoxica direta e ele ndo atinge dose efetiva
para elevar consideravelmente o escore de danos no DNA. Para a concentragdo superior (40
png/mL) o fArmaco pode estar destruindo as células ou saturando os transportadores de membrana
impedindo a sua interiorizagao.

Na avaliagdo de danos no DNA dos nucleodides de células CHO pelo Ensaio Cometa nao
computamos os nucledides com sinais de apoptose e necrose. Quando a célula estd em processo
de apoptose o DNA sofre fragmentacdo e formam cometas com migrag¢ao de todos os fragmentos
de DNA para a cauda sendo denominados de cometa na forma de ourico ou fantasmas (Collins €t
al., 2008).

Galvan-Arzate e Santamaria (2002), estudando o efeito da Dietilpropiona ministrada na
concentragdo de 5 mg/kg em ratos, durante 15 dias consecutivos constatou que além dos efeitos
citotoxicos e excitotoxicos ocorriam formacao de radicais livres e stress oxidativo. Verificaram
que em determinadas areas do SNC (hipocampus) a peroxidacao lipidica aumentou em até 75%
em relagdo ao controle.

O estresse oxidativo ¢ uma cadeia de eventos danosos que leva a morte celular.
Normalmente ¢ precedido por uma cascata de insultos toxicos. A peroxida¢ado lipidica ¢ uma das
expressoes do estresse oxidativo; envolve a reacdo direta de radicais livres derivados do oxigénio
ou do nitrogénio com os lipidios da membrana para gerar radicais intermedidrios e peroxidos
semi-estaveis. A peroxidagdo lipidica ¢ danosa para célula devido as subseqiientes cadeias de
reacOes produzidas pelos radicais livres nos substratos bioldgicos (Galvan-Arzate e Santamaria,
2002).

Nao ¢ surpresa encontrar aumentada a taxa de peroxidag¢do lipidica em algumas regides do
cérebro apos a administracdo de dietilpropiona, pois tem sido demonstrado que outros derivados
de anfetamina, como as metanfetaminas envolvem a produc¢do de radicais livres em seu
mecanismo toxico. Estes achados sugerem que durante a toxicidade provocada pelas anfetaminas,
a produgdo de radicais livres e o dano oxidativo podem gerar o processo geral de danos (Galvan-
Arzate e Santamaria, 2002).

A fraca agdo genotdxica verificada em nosso estudo deve-se possivelmente ao fato de que
nas condigdes de cultura nao ha producdo das neuroaminas que aceleram o metabolismo celular

produzindo excesso de radicais livres e, conseqiientemente intensificando os danos nas
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macromoléculas bioldgicas. Desta forma os danos verificados devem-se possivelmente a agdo
direta do farmaco nas condi¢des de cultura. Como a agdo bioldgica da dietilpropiona in vivo é por
intermédio do aumento de noroepinefrina e segundo estudo realizado por Mao €t al., (2006) o
neurotransmissor noroepinefrina, em concentracdes elevadas, causa danos em varios
componentes celulares via producdo de radicais livres. Eles afirmam que a noroepinefrina causa
apoptose em varios tipos celulares entre eles estdo os neuronios e células do miocardio. O
estresse oxidativo ainda causa alteragdes no reticulo endoplasmatico que pode resultar na morte
celular.

Quanto aos possiveis efeitos clastogénicos/aneugénicos da dietilpropiona os dados
também permitem-nos sugerir uma fraca agdo direta. Similarmente ao que aconteceu com o
indice de danos. A freqiiéncia média de células micronucleadas é superior na concentraciao
intermediaria (20 pg/mL) a explicacdo possivel ¢ que nesta dose o farmaco atinge o pico 6timo
de absor¢do celular interferindo com mais efetividade nos mecanismos de duplicacdo e
segregacao dos cromossomos. Apesar de haver esta elevagdo na fixacdo de danos nesta dose nao
ha uma correlag@o dose resposta e também nao ha diferenca estatisticamente significativa entre os
tratamentos com o firmaco e o controle negativo. Sendo estes dois fatores importantes
parametros para interpretacdo do efeito genotoxico positivo pelo pesquisador, interpretamos com
cautela nossos resultados e sugerimos uma fraca agao genotoxica para o farmaco neste tratamento
in vitro, pois nem sempre o que € positivo in vitro representa risco in vivo.

A verificagdo de danos pelo ensaio cometa e a ndo confirmagao pelo teste do microntcleo
pode ser interpretado devido ao fato da maioria das lesdes que danificam o DNA serem
transitorias e podem ser reparadas (Dusinska e Collins, 2008; Collins et al., 2008).

Os testes in vitro usados isoladamente servem apenas com indicativos para caracterizagao
de ricos. Quando associados aos outros testes toxicoldgicos torna-se uma importante ferramenta
de aplicagdo no campo de citotoxicidade e genotoxicidade. Sao testes de menor custo que podem
ser feitos rapidamente permitindo selecionar varios compostos para estudos detalhados. A
limita¢ao dos testes in vitro deve-se: ndo avaliagdo de células ou tecidos de todos os 6rgdos, ndo é
possivel avaliar a cinética sistémica (absorc¢ao, penetragdo, distribuicdo e excre¢do), ndo permite
verificar uma a¢do integral dos varios sistema orgédnicos sobre os efeitos do farmaco, as

propriedades fisico-quimicas do composto podem dificultar o teste. Mesmo diante de todas estas
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dificuldades os testes in vitro sao universalmente usados ¢ aceitos para compor a bateria de testes
genotoxicos/citotoxicos (Huggett et al., 1996).

A morte celular programada também denominada de apoptose ocorre em varias situagdes
patologicas e durante o desenvolvimento. Pode ser desencadeada por varios estimulos dentre eles:
DNA danificado, inani¢do, exposi¢do a radiagdo ultravioleta, infec¢do viral, droga anticancer.
Disfuncdo nos mecanismos de apoptose pode resultar em doencas degenerativas,
imunodeficiéncia, cancer, doengas auto-imunes e infec¢des virais. Células apoptdticas podem ser
identificadas pelas seguintes mudancas morfologicas: redug@o do volume celular, condensagdo da
cromatina nuclear, vacuolisa¢do citoplasmatica, fragmentacao do DNA e lise celular. A partir de
entdo a célula ¢ fragmentada em estruturas compactas membranosas para posteriormente serem
fagocitadas por macréfagos e removidas do tecido sem gerar resposta inflamatdria (Park et al.,
2005; Grivicich et al., 2007).

Ja a necrose ocorre quando as células sdo expostas a uma variagdo extrema de suas
condigdes fisiologicas ocorrendo danos na membrana plasmatica e conseqiientemente levando a
morte celular (Grivicich et al., 2007).

Nos testes de viabilidade celular verificamos que o farmaco dietilpropiona interfere nos
mecanismos das células CHO, relacionados ao desencadeamento da morte celular programada.
Confirmando o que afirmamos anteriormente em relagdo aos danos no DNA as células que
receberam o fAirmaco na concentracdo de 20 pg/mL apresenta indice de apoptose menor do que
receberam 10 e 40 pug/mL. sugerimos a mesma explicagdo dada anteriormente, ou seja na
concentragdo de 10 pg/mL a droga interioriza na célula e interfere nos mecanismos de apoptose,
na de 20 pg/mL atinge o equilibrio permitido que a célula torne viavel e na de 40 ha saturagao
tornando a disparar os mecanismos de apoptose. Quanto a necrose ndo verificamos diferengas
significativas

A falta de evidéncias de efeitos teratogénicos e mutagénicos para o firmaco dietilpropiona
deve ser vista como falta de estudos in vivo e ndo como se a droga fosse inofensiva, pois sendo
uma droga com ac¢do semelhante a anfetamina ¢ de se esperar que tenha comportamento toxico
semelhante e para anfetamina hé evidéncias de efeitos teratogénicos e mutagénicos. De modo que
recomendamos a continuidade dos estudos toxicologicos ¢ sugerimos a introdugdo de testes in

Vivo para certificar os efeitos indiretos (Jha, 2008; Dietilpropion, 2010).
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5.4 Sibutramina e Femproporex em Linfacitos de I ndividuos Obesos

Os linfécitos do sangue periférico sdo importantes indicadores presentes no
compartimento interno do corpo humano. Apesar de serem produzidos no sistema
hematopoiético, eles sdo posteriormente liberados e circulam por todos os 6rgaos do corpo. Esta
particularidade os torna importantes ferramentas para avaliagdo de riscos genotoxicos causados
por substancias ministradas aos seres humanos, ou mesmos aquelas que sao assimiladas devido a
exposicao ambiental.

Partindo da premissa que em individuos obesos o ambiente interno ¢ rico em fatores com
potencial para provocar instabilidade celular este estudo procurou certificar se os linfocitos
obtidos destes individuos quando expostos aos farmacos anorexigenos femproporex ou
sibutramina apresentam danos genotoxicos.

Verificamos por intermédio do Ensaio Cometa que tanto o farmaco sibutramina, quanto o
farmaco femproporex nas concentracdes avaliadas de 5, 10 e 20 pg/mL provocam aumento nos
escores de danos em linfocitos de individuos obesos expostos a diferentes concentragdes destes
farmacos por um periodo de 24 horas em condi¢des de cultura. Este aumento ¢ constatado
confrontando-se os valores médios dos escores de danos nos DNA dos linfocitos tratados com os
farmacos com o escore médio do tratamento controle negativo.

Podemos verificar também que ndo had resposta dose-efeito entre as diferentes
concentragdes de sibutramina; e da mesma forma entre as concentragdes de femproporex.

Para afirmar se os resultados de um teste genotdxico in vitro ¢ positivo ou negativo algumas
consideracdes tornam-se necessarias. Uma consideragdo essencial ¢ que as substancias testes
apresentem escore de danos superior ao verificado no controle negativo; esta prerrogativa nosso
estudo atende. Também recomendam a verificagdo da relagdo dose-resposta, fato ndo evidenciado
em nossa avaliagdo. Alem disso deve-se levar em consideragdo as propriedades fisico-quimicas
das substancias testes bem como a relevancia dos resultados (OECD-Guideline 476, 1997). Em
observancia aos nossos dados podemos afirmar que a sibutramina e a femproporex causam danos
no DNA de linfocitos de individuos obesos. Este achado in vitro soma-se ao estudo que fizemos
In vivo onde também verificamos resultado positivo para ambos os farmacos. Como em nosso
estudo in vitro ndo utilizamos sistema de ativacdo metabdlica podemos afirmar que os danos
detectados sejam devidos a acao direta dos farmacos. Para certificar este fato recomendamos a

avaliacdo dos metabodlitos originados destes farmacos. Também achamos providente verificar o

83



DISCUSSAO

comportamento destes fArmacos expostos a tratamento por 2 e 6 horas, pois nosso tratamento foi
de 24 horas consecutivas e este longo periodo de exposi¢do, talvez possa influenciar os
resultados.

O Teste do Micronucleo detecta danos ndo corrigidos que interferem na dindmica da
divisdo celular ou no material genético. Em nosso estudo verificamos que o femproporex nas
doses e condicdes avaliadas ndo aumenta a freqiiéncia de linfécitos micronucleados em
comparagdo com o controle negativo. A sibutramina na dose de 20 pg/mL causou discreto
aumento na freqiiéncia de linfécitos micronucleados quando comparado com o controle negativo.
Visto que ambos os farmacos provocam aumento nos escores de danos no DNA de linfocitos, e
apenas a sibutramina nesta concentracao levou a formagao de microntcleo podemos sugerir que
para o femproporex e as duas outras doses de sibutramina, os mecanismos de reparo e
homeostase celular podem reverter os danos, enquanto na dose mais alta de sibutramina (20
pg/mL) ha saturacdo destes mecanismos o que permite a fixacdo do dano na forma de
micronucleo.

O indice de divisdo nuclear (IDN) ¢ uma importante ferramenta para avaliar possiveis
interferéncias das substancias testes nos mecanismo de citocinese e cariocinese (Fenech,
2000).Em nosso estudo verificamos que tanto o firmaco sibutramina quanto o farmaco
femproporex ndo apresentam diferencas nos IDNs de linfocitos quando comparado com o
controle negativo, isto evidencia que os firmacos nao estdo impedindo a divisdo celular nem
estimulando-a. Fato intrigante ¢ que nosso controle positivo também apresentou IDN similar ao
controle negativo fenomeno similar também foi observado no estudo de Dhawan et al., 2003.
Podemos atribuir este comportamento a baixa dose utilizada (0,02 pg/mL) ou ao longo tempo de
exposicao.

Podemos concluir baseados em nosso estudo que os farmacos femproporex e sibutramina
apresentam atividades genotdxicas in vitro, apesar de ser discreta em termos de magnitude.
Estudos posteriores de farmacocinética e toxicogenética poderdao melhor elucidar os mecanismos

de acao toxica destes farmacos.

5.5 C. ecalyculata e E. grandiflorus em Linfécitos de I ndividuos Obesos
Os extratos “brutos” de plantas sdo constituidos por uma mistura de varias substancias

quimicas presentes em maior ou menor nimero e quantidade dependendo da espécie vegetal ou
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até mesmo das condi¢des do ambiente de origem. Tanto no extrato de C. ecalyculata quanto no
de E. grandiflorus ja foram identificadas substancias com potencial prote¢do do material genético
celular como, por exemplo, os flavondides.

Em nosso trabalho verificamos que o extrato de C. ecalyculata na concentragdo de 50
pug/mL e o extrato de E. grandiflorus nas concentragdes de 50 e 80 ug/mL aumentam os escores
de danos no DNA de linfocitos quando comparados com o controle negativo. A possivel
explicacdo para a a¢do do extrato de C. ecalyculata apenas na concentra¢do de 50 pg/mL e que na
composicao do extrato possa haver alguma substancia genotdxica que isolada ou em associagao
encontra nesta concentragdo condigdes favoraveis para causar dano no DNA. Em dose inferior ou
superior este equilibrio € quebrado e a substancia perde ou diminui a agao genotoxica.

No caso do E. grandiflorus verificamos que nas duas maiores concentragdes o escore de
danos ¢ superior ao controle negativo. A explicacdo pode ser a mesma dada anteriormente para C.
ecalyculata com a diferenca que para o E. grandiflorus o intervalo de agdo genotdxica da
substancia ¢ mais amplo. Possivelmente se aumentar mais a dose o efeito ficard prejudicado, pois
na concentracdo de 80 pg/mL j& se percebe uma discreta reducdo no escore de danos em
comparagdo com a concentragdo de 50 pg/mL.

Com relacdo a possiveis efeitos clastogénico/aneugénico os extratos dos fitoterapicos nao
apresentaram atividade e também nao interferiram na citocinese e cariocinese dos linfocitos
humanos.

Desta forma interpretamos a acdo genotoxica dos extratos de C. ecalyculata e E.
grandiflorus como fraco positivo, pois s6 detectamos efeitos pelo Ensaio Cometa, ¢ este método,
além de ser muito sensivel, detecta danos possiveis de serem reparados. Associando estas
informagdes ao estudo que fizemos in vivo podemos deduzir que os extratos brutos avaliados
devem apresentar pouco risco genotdxico para humanos. Apesar disso recomendamos o estudo
das fragdes constituintes de ambos os extratos para melhor elucidar suas agdes.

Quanto ao estudo com material obtido de individuos obesos sugerimos ampliar a amostra,

e também sugerimos estudos que explorem aspectos moleculares relacionados a mitocondria.
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6. CONCLUSOES

Nas condigdes e metodologia deste estudo tanto a sibutramina quanto o femproporex aumentam a

freqiiéncia de danos genéticos em células hematopoiéticas de camundongos Swiss;

Os farmacos sibutramina e femproporex nao apresentam atividade citotoxica para PCE medulares

de camundongo Swiss, certificado pela razdo PCE/NCE;

Os extratos hidroalcolicos de C. ecalyculata e E. grandiflorus nas condi¢des de nosso estudo nado

provocam danos clastogénicos/aneugénicos em PCEs da medula 6ssea de camundongos Swiss;

Os extratos hidroalcolicos de C. ecalyculata ¢ E. grandiflorus nas condi¢des de nosso estudo nao

apresentam atividade citotoxica para PCEs medulares de camundongo Swiss;
Os extratos hidroalcodlicos de C. ecalyculata e E. grandiflorus nas condigdes de nosso estudo
provocam fraca atividade clastogénica/aneugénica em PCEs eritrécitos do sangue periférico de

camundongos Swiss;

O farmaco dietilpropiona avaliado nas condi¢des de nosso trabalho apresenta fraca atividade

genotdxica, mas interfere na viabilidade celular aumentando o indice de apoptose.

Nas condigdes e metodologia deste estudo tanto a sibutramina quanto o femproporex aumentam a

freqliéncia de danos genéticos em linfocitos de individuos obesos;

Os extratos de C. ecalyculata e E. grandiflorus induz fraca atividade genotoxica em linfocitos de

individuos obesos , nas condi¢des de nosso estudo;

O equipamento de eletroforese que desenvolvemos apresenta sensibilidade para deteccdo de

danos genotdxicos, similar ao convencional nas condigdes de nosso estudo (Anexo C).
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Ethnopharmacelogical relevance: Cordia ecalyculata Vell. and Echinodorus grandifiorus (Cham. & Schitdl.)
Micheli are extensively used in Brazil as therapeutic preparations for indigenous groups and the gen-
eral population. These plants have been used in the folk medicine as: tonic. diuretic, anti-inflammatory,
appetite suppressants, for the treatment of snake bites, and weight loss.

Aim of the study: In this study, it was verified the possible cytotoxic and genotoxic effects of the crude
extracts of. Cordia ecalyculata and Echinodorus grandiflorus, as well as their effectiveness in treating

Keywaords: =
Cy{:mxic DDES'[_Y- _ . _ .
Genotoxic Materials and methods: The Micronucleus Test was used for the evaluation of possible clastogenic and

aneugenic effects, and the Comet Assay was used for the evaluation of single-strand and double-strand
DNA breaks. The cytotoxic effects of the crude extracts were verified by PCE/NCE ratio. Swiss mice (Mus
musculus) were used as the experimental model.
Results: 1t was observed a significant (P <0.05) increase, dose-independent, in the average frequency of
micronucleated erythrocytes in peripheral blood in mice treated with either the Cordia ecalyculata or
Echinodorus grandiflorus extracts, in comparison with the negative control. There were no significant
differences (P>0.05) in the frequency of micronucleated polychromatic erythrocytes for both extract
treatment. We observed that treatment with the Cordia ecalyculata extract at concentrations of 1000 and
2000 mg/kg bw resulted in a PCE/NCE ratio that was larger (P< 0.05) than the negative control. After 15
days of daily treatment, a dose of 2000 mg/kg bw of either phytotherapeutic did not reduce body mass
gain or the amount of food consumed by Swiss mice when compared with the negative control (P> 0.05).
Conclusion: The results of this study allowed us to infer that the crude extracts of Cordia ecalyculata and
Echinodorus grandifforus do not display cytotoxic or genotoxic activities. However, they do possess weak
clastogenic activity (without significance) on peripheral blood cells. Contrary to commonly held beliefs
it was also found in this study that the extracts are not effective for obesity treatments.

© 2009 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

Cordia ecalyculata
Boraginaceae
Echinodorus grandiflorus
Alismataceae

1. Introduction there is an increased belief that every natural product is healthy

and safe. However, scientific studies on this subject have reported

The consumption of plant medicines has received increased
attention and their usage has grown in recent times. One of the
justifications for this growth in consumption is that more peo-
ple have a desire to return to a more natural way of living and
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that there are many compounds within plants that can have toxic,
genotoxic, and carcinogenic effects when used chronically (Ernst,
2004; Rietjens et al., 2005).

A classic example of the potential danger of plant compounds
are the pyrrolizidine alkaloids and their N-oxide derivatives, which
are found in thousands of vegetable species and can be genotoxic
and carcinogenic, and thus pose significant health risks to humans
and animals (Mei et al., 2007).

An example of a beneficial class of plant compounds are the
polyphenols, which are presentin several vegetable species and are
well known antioxidant agents. For example, the natural polyphe-
nols present in tea serve as excellent antioxidants (Sinha et al.,
2007). Brazil is uniquely suited to foster the discovery of new
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compounds that can be used for the development of therapeutic
agents. The country’s tremendous plant biodiversity together with
the strong focus on ethnopharmacological studies places Brazil in
a prominent position in the world scenery. However, the country
still lacks a complete inventory and scientific evaluation of these
resources and needs the invigoration of the local pharmaceutical
industry (Duarte et al., 2002; Kobayashi et al., 2000).

Obesity and emergent infectious diseases are currently top areas
of concern in the field of public health. Obesity reduces the quality
of life and increases public expenses, because it is closely related
to other chronic illnesses such as diabetes and cancer (Calle et al.,
2003; Kopelman, 2000).

Due to factors such as the high cost of medicine and the col-
lateral effects of the allopathic anorexigens, popular knowledge
of how to utilize natural medicines found in the plants has been
transmitted through the generations. Cordia salicifolia Cham. (Bor-
aginaceae) (sin. Cordia ecalyculata Vell.), also known by several
common names such as “porangaba”, “cha de bugre”, or “café do
mato”, is asmall tree that is 8-12 m in height with a trunk diameter
of 30-40cm. Cordia ecalyculata Vell. produces red fruit that resem-
bles a coffee bean, which is roasted and brewed into tea as a coffee
substitute. It is indigenous in Brazil, but can also be found in tropi-
cal forest areas of Argentina and Paraguay. Cordia ecalyculata Vell.
is largely used in the ethnomedical traditions of the Brazilian peo-
ple (Cruz, 1995 in Siqueira et al., 2006; Lopes et al., 2000; Menghini
et al., 2008). Echinodorus grandiflorus (Cham. & Schltdl.) Micheli.
(Alismataceae) (sin. Alisma grandiflorum Cham. & 5chltdl.), Echin-
odorus floribundus Seub., Echinodorus muricatus Grisseb., also known
by common names such as “chapéu-de-couro”, “cha-mineiro”,
“erva-do-brejo”, “congonha-do-brejo”, and “aguapé”, is an aquatic,
perennial, herbaceous plant measuring 1.5-2m in height that can
be found throughout Brazil. It is used in folk medicine as a tonic,
diuretic, anti-inflammatory, and as a treatment for snake bites
(Cardosoetal.,2003; Cruz, 1995 in Siqueira et al., 2006). Extracts of
this plant species are commercialized in Brazil as diuretics, appetite
suppressants, and weight loss products.

The aim of this work was the evaluation of the crude
hydroethanolic extracts of these two phytotherapeutics regard-
ing the potential risks for genotoxicity and/or cytotoxicity in Swiss
mouse cells. It was used as positive control the anthracycline antibi-
otic doxorubicin, commenly used to treat a wide variety of cancers.
The primary mechanism of drug action is likely to be through inter-
action with topoisomerase Il. The effects of doxorubicin involve
the production of free radicals, increase in DNA strand breakage,
chromosome aberrations and increases in the micronucleus for-
mation in vitro as well as in vivo (Aleisa et al., 2007; Gewirtz, 1999;
Resende et al., 2007 ). For that, two short duration tests were under-
taken: the Comet Assay (DNA damage) and the Micronucleus Test
(chromosomal damage), which are accepted and recommended for
certification in the pharmaceutical industry. Therefore, this work
brings a contribution to the knowledge of Brazilian plant resources
and offers information regarding its safe use.

2. Materials and methods

The evaluation of the possible genotoxic and cytotoxic effects
of pharmaceuticals is frequently accomplished using tests of short
duration, which are required by the regulatory agencies thatautho-
rize the use of chemicals worldwide. In this study, the Micronucleus
Test was used for the evaluation of possible clastogenic and aneu-
genic effects, and the Comet Assay was used for the evaluation of
single-strand and double-strand DNA breaks. The cytotoxic effects
of the crude extracts were verified by comparing the relation
between PCEs ( polychromatic erythrocytes) and NCEs (normochro-
matic erythrocytes) in the bone marrow of mice (PCE/NCE ratio).
Swiss mice (Mus musculus) were used as the experimental model

for the in vivo study, because genotoxicity and/or carcinogenicity in
rodents represent an increased risk of carcinogenicity in humans.
This standard has been adopted by the regulatory agencies in sev-
eral countries. All experiments involving animals were carried out
in full compliance with the best laboratory practice guidelines.

2.1. Plant material and chemicals

The botanical medicines were purchased from specialized
commercial establishments that are officially authorized for the
commercialization of these products:

Echinodorus grandifforus [Cham. & Schitdl.) Micheli

Used part: Leaves

Country of origin: Brazil

Dried in: Oven

Family: Alismataceae

Lot no: CHPCPO1/0107

Phytochemical analysis: Positive test for flavonoids, steroids, saponins, and
polyphenols {Manns and Hartrmann, 1993; Duarte et al,, 2002)

The plant {dried powdered leaves) was purchased in Santos Flora Comércio de
Ervas Ltda. 530 Paulo; 5P, Brazil.

Cordia ecalyculata Vell. (sin. Cordia Salicifolia Cham.)

Used part: Leaves

Country of origin: Brazil

Dried in: Oven

Family: Boraginaceae

Lot no: 164-F/05

Phytochemical analysis: positive test for saponins, anthocyanins, gums and
mucilage, mineral salts, flavonoids, amide, tannins, amine groups, fixed acids,
and steroids.

The plant {dried powdered leaves) was purchased in, Hubert Comércio de
Produtos Alimenticios Lida. S3o José dos Pinhais; PR, Brazil.

Doxolern&: Chlorohydrate of doxorubicin, CAS Registry 23214-92-8; Zodiac
Produtos Farmacéuticos 5/A, Pindamonhangaba; SP, Brazil, was used as
positive control

2.2, Extract preparation

One kilogram of dried and powdered leaves from each plant
(Echinodorus grandiflorus (Cham. & Schltdl.) Micheli. and Cor-
dia ecalyculata Vell.) was submitted to exhaustive extraction
by maceration at room temperature in a steel percolator using
ethanol-water (7:3) solution. The obtained extracts were filtered
and concentrated under reduced pressure in a rotary evaporator at
35-40°C, followed by lyophilization to furnish the crude hydroaco-
holic extracts (15% and 17% (w/w) for Echinodorus grandiflorus and
Cordia ecalyculata, respectively). The extracts were stored in amber
flasks protected against the light.

2.3. Mouse treatment protocol

The Ethical Commission of Ethics in Animal Research ({CETEA)
- Faculty of Medicine of Ribeirdo Preto, University of 53o Paulo,
Ribeirdo Preto, SP, Brazil - approved the protocols used in this
study (Protocol n® 032/2006). Male Swiss mice (4-6 weeks old)
were obtained from the Animal House of the Faculty of Medicine of
Ribeirdo Preto, University of Sio Paulo, and housed individually in
polypropylene cages covered with metallic grids in a room main-
tained at 22+ 2°C, 55+ 10% humidity, and with a 12 h light-dark
cycle. They were fed with commercially available Nuvilab CR1 chow
(Colombo; PR, Brazil) and water ad libitum for a 5-day acclimation
period.

Mice were randomly divided into eight groups with six male
animals each (for each treatment it was performed three inde-
pendent experiments with two repetitions). Each of them received
either 10mL/kg body weight (bw) of distilled water, 5 mg/kg bw
of doxorubicin, or Cordia ecalyculata and Echinodorus grandiflorus
in the stated doses by gavage. They were euthanized by cervi-
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cal dislocation 24 h after administration. Based on a preliminary
study, the following doses were selected for use in this study:
500, 1000, and 2000 mg/kgbw of Cordia ecalyculata (Porangaba)
and Echinodorus grandiflorus (Chapéu-de-couro) and 5 mg/kg bw of
doxorubicin (Krishna and Hayashi, 2000; Guidelines for the Testing
of Chemicals (OECD), 1997).

2.4. Mouse bone marrow micronucleus test

Immediately after euthanasia, the femurs were dissected and
the bone marrow was extracted and suspended in tubes con-
taining 2mL of pre-warmed (37 °C) fetal calf serum (Biological
Industries). Tubes were centrifuged at 180 x g for 5min and the
supernatants were discarded. The pellets were resuspended in two
to three drops of fetal calf serum and spread on slides (two slides
per animal). Smears were fixed with methanol and stained with
5% May Griinwald-Giemsa. Slides were coded and examined by
light microscopy. Two slides per animal were prepared and 1000
polychromatic erythrocytes (PCEs) per slide were analyzed for the
presence of micronuclei. The relative proportion of PCEs and nor-
mochromatic erythrocytes (NCEs) was determined by counting a
total of 200 erythrocytes per slide. The number of micronucle-
ated polychromatic erythrocytes (MNPCEs) among 2000 PCEs was
determined. The data were analyzed using the Student’s t-test and
ANOVA. Results were considered positive when there was a statisti-
callysignificantincrease (P<0.05)in the frequency of MNPCEs forat
least one dose, which exceeded the negative control range (Krishna
and Hayashi, 2000; Guidelines for the Testing of Chemicals (OECD),
1997; Guzman et al,, 2007).

2.5. Mouse peripheral blood micronucleus test

Peripheral blood was spread on microscope slides and air-dried.
The next day. slides were stained by the Feulgen reaction with
modification. To summarize the fixation procedure, the slides were
kept in 5N HCI for 20min at room temperature. After hydrolysis,
slides were washed three times in distilled water and transferred
into Schiff's reagent for 60 min. The preparations were washed and
stained with Fast Green (Sigma Chemical Company) for 25 min for
cytogenetic analysis (Stich et al., 1982; Mello, 1997).

2.6. Comet Assay

The single-cell electrophoresis assay, or Comet Assay, was per-
formed under alkaline conditions. Briefly, 15pL of each blood
sample were mixed with 160 pL of 0.5% low-melting-point agarose
(Invitrogen, Carlsbad, CA) at 37 °C and layered onto conventional
microscope slides precoated with 1.5% normal-melting-point
agarose (Invitrogen). The slides were incubated overnight in freshly
prepared cold lysing solution (1% Triton X-100, 2.5mM NaCl,
0.1 mM NazEDTA, 10 mM Tris with 10% dimethylsulfoxide, pH 10.0)
and then into a horizontal electrophoresis buffer (0.3 M NaOH,
1mM NazEDTA, pH=>13) at 4°C for 20 min. Using the same buffer,
electrophoresis was performed at 25V and 300 mA for 20 min. After
electrophoresis, the slides were rinsed three times in neutralizing
buffer (0.4 M Tris-HCI, pH 7.5), fixed for 5 min in absolute alcohol,
air-dried, and stored at room temperature. The slide (DNA) was
stained with silver and examined with a 40« objective usinga light
microscope. Coded slides were scored in a blind test and 50 blood
cells were randomly analyzed for each animal (25 cells per slide
from two slides per animal). Cells were visually scored and catego-
rized into five classes according to tail size, from undamaged (0) to
maximally damaged (4), and a value (damage index) was assigned
to each comet according toits class. The damage index, thus, ranged
from O (completely undamaged: 50 cells x 0) to 200 (with max-
imum damage: 50 cells x 4). Comets with a “cloudy” appearance
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or a very small head and a tail like a balloon (necrotic/apoptotic
cells) were excluded from the evaluation under the assumption
that they represented dead cells (Hartmann and Speit, 1997; Tice
et al., 2000).

2.7. Assessing the effectiveness of Cordia ecalyculata Vell and
Echinodorus grandiflorus (Cham. & Schitdl. ) Micheli. crude
extracts for obesity treatment

Recently weaned male Swiss mice (12+2g) were distributed
into three groups with five animals each. The first group of animals
was treated daily with 10 mL/kgbw (body weight) sterile water,
the second group was treated with 2000 mg/kgbw of the Cordia
ecalyculata crude extract, and the third group was treated with
2000 mg/kgbw of Echinodorus grandiflorus crude extract. Both
extracts were dissolved in sterile water and administered by
gavage in the amount of 10 mL kg bw once a day for 15 consecutive
days. Body mass and the amount of food and water consumed
were recorded daily. At the end of the treatment, increases in body
mass, the mean mass of the food consumed, and the mean volume
of water ingested were all calculated. At the conclusion of the
study, the animals were euthanized and bone marrow and blood
were collected for completion of the Micronucleus Test and the
cytotoxicity test.

2.8. Statistical analysis

The data were analyzed using the one-way ANOVA test and the
Student’s t-test. All tests were evaluated at a 5% significance level.
Results are expressed as mean+5D of three independent exper-
iments. The results were considered positive when there was a
statistically significant increase (P<0.05) in values for at least one
dose, which exceeded the negative control range (Tice etal,, 1998).

3. Results

A significant (P<0.05) increase was observed in the average
frequency of micronucleated erythrocytes in peripheral blood in
mice treated with the Cordia ecalyculata or Echinodorus grandiflorus
extracts compared to the negative control. Variations were not
observed in the frequency of micronucleated erythrocytes (P> 0.05)
between the different concentrations of the extracts used for the
treatments (Table 1). This reveals increment in the liberation of
micronucleated erythrocytes, of the bone marrow compartment
for the peripheral blood, descending of cells that had a defect in the
division mechanism or chromosomal breaks. The increment can be
attributed to the interference of the extracts in the bone marrow
compartment acting in a dose-independent way.

There were no significant differences (P> 0.05) in the frequency
of micronucleated polychromatic erythrocytes for either extract

Table 1
Average frequency of micronucleated erythrocytes in peripheral blood of Swiss mice
verified 24 h after the treatments.

Treatments Doses Frequency of
micronucleated
erythrocytes/2000cells?

Negative control {Hz0) 10mL/ kg bw 18 + 2,683

Doxorubicin 5 mg'kg bw 37,667 + 3.830°

Cordia ecalyculata 500 mg/kg bw 22.167 + 3545

Cordia ecalyculata 1000 mg/kg bw 21.500 £+ 2429

Cordia ecalyculata 2000 mg/kg bw 21.167 + 2.401°

Echinodorus grandifiorus 500 mg/kg bw 27.500 + 5753

Echinodorus grandiflorus 1000 mg/kg bw 26333 + 4676

Echinodorus grandiflorus 2000 mg/kg bw 26333 + 5922

* In each treatment analyzed 12 000 erythrocytes of six mice.
" P<0.05 compared with negative control, Student's t-test.
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Table 2

Average frequency of micronucleated polychromatic erythrocytes (MNPCE2000 PCEs) and the PCE/NCE ratio observed in the bone marrow of male Swiss mice, 24 h after

the treatments.

Treatments Doses Mean of MNPCE/2000 PCEs Mean of PCE/NCE ratio
Megative control (Hz0) 10 mLkg bw TE67 + 2.066 2577 + 0218
Doxorubicin 5mgfkgbw 35.000 + 6.066 2287 = 0.180
Cordia ecatyculata 500 mgfkgbw B.167 + 1.329 2648 £ 0.145
Cordia ecalyculata 1000 mg/kg bw 10.500 + 2.345 2.849 + 0,196
Cordia ecatyeulata 2000 mgfkg bw 8.667 +2.422 3.157 = 0370
Echinodorus grandifiorus 500 mg/kgbw 8833 + 1.722 2618 + 0199
Echinodorus grandifiorus 1000 mg/ke bw 10500 + 2.429 2663 +0213
Echinodorus grandifforus 2000 mgfkg bw 9500 + 2.811 2631 £ 0,146

" P<0.05 compared with negative control, Student’s t-test.

treatment when compared to the negative control. Also, variations
were not observed (P>0.05) in the frequency of micronucleated
polychromatic erythrocytes between the different concentrations
of the phytotherapeutics (Table 2). These results indicate that
the extracts in acute treatment (24h) do not cause significant
increase (in agreement with statistical analysis) in the amount of
the clastogenic and/or aneugenic damage in precursory cells of the
erythrocytes, in the hematopoietic tissue.

On one hand a significant difference was not observed in the
PCE/NCE ratio after 24 h of treatment with Echinodorus grandiflorus
extract, relative to the negative control (P> 0.05). However, on the
other hand it was observed that the treatment with the Cordia
ecalyculata extract at concentrations of 1000 and 2000 mg/ kg bw
resulted in a PCE/NCE ratio that was larger (P<0.05) than the neg-
ative control (Table 2). These results are important because they
show that the extracts analyzed in our experimental conditions do
not cause myelodepletion.

A difference was also not observed in the DNA damage scores
(P>0.05) in the mice treated with Cordia ecalyculata or Echinodorus
grandiflorus when compared with negative control. In addition, dif-
ferences were not verified in the DNA damage score between the
different extract concentrations. The Comet Assay is very sensitive
to detect primary DNA damage that is under the effectiveness of
repair mechanisms.

After 15 days of daily treatment, a dose of 2000 mg/kg bw of
either phytotherapeutic did not reduce body mass gain or the
amount of food consumed by Swiss mice when compared with
the negative control (P> 0.05). The group treated with Echinodorus
grandiflorus extract showed a small increase in body mass, while
the mice treated with Cordia ecalyculata exhibited a small reduc-
tion in the consumption of water (Fig. 1). Therefore, it was inferred
that in these experimental conditions the extracts did not present
anorexigen activity.

30+
25+

204

\fariations
@

Mass Food Water Mass Food Water Mass Food Water
Appraised Parameters

Fig. 1. Evaluation of the effectiveness of the crude extracts of Cordia ecalyculata
(withe bars with texture) and Echinodorus grandifiorus (black bars) in terms of body
mass reduction (g). food consumption (g}, and ingestion ofwater {mL) in Swiss mice
(each group has 5 animals) treated for 15 consecutive days with 2000 mg/ kg bw/day
of crude extracts. Negative control (withe bars). Each bar represents the result
expressed as mean + 50 after 15 consecutive days.

The chronic treatment of mice with the daily dose of
2000 mg/kg bw of the crude extracts for 15 consecutive days did
not result in an increase (P>0.05) in the mean MNPCEs com-
pared to the negative control. In these mice, it was also observed
that the PCE/NCE ratio did not decrease when compared with
negative control; there was a small increase of the PCE/NCE val-
ues in the mice treated with Cordia ecalyculata (P<0.05). In the
peripheral blood, the average micronucleated erythrocytes in the
animals treated with the crude extracts were superior (P<0.05)
to those of the animals belonging to the negative control group
(data not shown). In this experiment the highest sample dose rec-
ommended for conduction of genotoxicity research with mouse
was used and both extracts did not display cumulative activity that
interferes in the myeloid tissue leading to genotoxic and cytotoxic
effects.

4. Discussion and conclusion

The frequency of micronucleated erythrocytes in animals
treated with phytotherapeutic crude extract for 24h was larger
than the negative control, but the magnitude of these differences
and the absence of a dose-effect led us to disregard this result. Ress
et al. (2002) detected the lack of dose-response effect and only a
small increase in the micronucleus formation for the tested sam-
ple. Therefore, the authors considered the result as weak positive.
According to The Guidelines for the Testing of Chemicals (OECD)
(1997), to consider the results of a genotoxic assay to be positive,
the values of the tests should be larger than the values of the nega-
tive control, and there should be observable variations in the results
for different doses of the tested sample. But to interpret the result
we should not just rule in a parameter as the statistical significance,
or even, the increase in the damage verified in the treatments with
tested samples in relation to the negative control; the decisions
should take into consideration pharmacokinetics and physiologic
aspects (Krishna and Hayashi, 2000). The sensibility and effective-
ness of the tests should be balanced, and, for great certification,
the positive results should be further submitted to other tests with
variation in the protocol to evaluate other target tissue, treatment
regime and metabolic pathway (Galloway, 1996; Kirkland et al.,
2005). The Micronucleus Test in bone marrow of rodents should
be interpreted with caution and whenever possible to be associ-
ated with other genotoxic tests, in spite of an integrate battery of
genotoxic tests and the efficiency in the exclusion of false positive.
Most of the times, the increase in the micronucleus frequency can-
not directly be related to genotoxic effect of the testing samples,
because the physiologic interference as alteration of the corporal
temperature, toxicity, alteration of the hematopoesis, stimulate the
cellular division and/or blockage of the protein synthesis (Fuscoe
et al., 1996; Tweats et al., 2007 ). The increase in micronucleated
erythrocytes in peripheral blood relative to the bone marrow PCEs
was expected. According to Udroiu (2006), micronucleated ery-
throcytes are not quickly removed from the peripheral blood of
mice. In the bone marrow it was not observed any significant vari-
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ations (P<0.05) in number of MNPCEs either in the groups treated
with crude extracts (for 24 h and for 15 days) nor in the negative
control group. While Krishna and Hayashi (2000) affirm that an
increase in MNPCE related to a dose increase is a criterion for a pos-
itive assay, such an increase was not verified in our study. Konan
et al. (2007) reported a significant increase (P< 0.05) of MNPCEs in
relation to the negative control in their mouse experiments with
2000 mg/kg bw hydroethanolic extract of Anacardium occidentale,
a plant with a phytochemical profile similar to Cordia ecalyculata.
The lack of agreement of our result could be due to differences in
the concentrations of the constituent fractions of the extracts.

The significant increase of micronucleated erythrocytes in
peripheral blood both after 24 h and after 15 days of treatment,
and the lack of significant alterations in MNPCE frequency in the
bone marrow in this same period, may be due to the weak clas-
togenic and/or aneugenic action of some components of the crude
extracts. This clastogenic activity would provoke a small increase in
MNCPEs in the bone marrow; as micronucleated erythrocytes are
not destroyed in the peripheral blood of mice, the MNNCEs would
accumulate in the peripheral blood. Witt et al. (2000) reported a
similar result in mice that were acute (3 days) and chronically (13
weeks) treated with 3,3' 4,4'-tetrachloroazobenzene (TCAB) and
3.3" 4 4'-tetrachloroazoxybenzene (TCAOB).

Crude extracts did not increase the DNA damage scores in the
leukocytes of the Swiss mice compared to the negative control.
Lopes et al. (2000) also verified a similar result in blood, liver, and
kidney cells treated with the extract of Echinodorus macrophyllus.
Even at high concentrations, they observed only a weak geno-
toxic activity. The absence of genotoxic damage can be attributed
to the prevalence of antioxidant substances in the extracts. Both
the extracts of Cordia ecalyculata and Echinodorus grandiflorus con-
tain saponins, steroids, and flavonoids. These compounds possess
potential antigenotoxic, antioxidant, and chemopreventive prop-
erties (Ahmadi et al., 2008; Utescha et al., 2008 ; Zhang et al., 2008,
2009).

In order to assess the effectiveness of the crude extracts for the
treatment of obesity, it was verified that animals treated with Echin-
odorus grandiflorus had a small increase in water consumption. This
finding could be associated with a possible diuretic effect of this
phytotherapeutic. Cardoso et al. (2003) verified that a 5% aque-
ous extract of this phytotherapeutic possesses a potent diuretic
activity in Swiss mice. This property could possibly lead people
to believe that the use of the plant actually reduces body mass.
In the conditions of our experiments, the crude extracts of Echin-
odorus grandiflorus did not reduce food ingestion or the body mass
of the treated animals. In contrast, it was observed a small increase
of the corporal mass. Lopes et al. (2000) observed that treatment
with a low concentration (3-23 mg/ kg bw) of a lyophilized aqueous
extract of Echinodorus macrophyllus reduces the body mass in 40%
compared to the negative control. At a high dose (297 mg/kg bw),
the reduction in body mass was only 5%. These results can be due
to the presence of pharmacological active compounds that only are
activate in low concentrations, or the presence of other intermedi-
ate that interferes in the mode of action at high concentrations or
with the proper active pharmacological substance. As the authors
did not evaluate the food intake for the animals, it is not possible
to determine the mechanism of action. Other possible explanations
for our result are that we worked with a high dose (2000 mg kg bw)
or that the Echinodorus grandiflorus does not contain the same
chemical profile of Echinodorus macrophyllus that interfere with
physiologic mechanisms related to the regulation of body mass.

The obtained results for Cordia ecalyculata are also in opposition
to beliefs of people in general, and it was not observed any reduction
of body mass, food ingestion, or water consumption. Sigueira et al.
(2006) reported similar results in rats treated with a concentration
of 20 mg/kg bw for 13 days.

In the cytotoxicity test, it was not observed a significant
reduction in PCEs in the treated mice relative to the negative
control. However, it was observed an increase in the PCE/NCE
ratio in the group treated with Cordia ecalyculata (1000 mg and
2000 mg/kg bw) for either the acute treatment (24 h) or the chronic
treatment (15 days), in comparison with the negative control.
According to Rapisarda et al. (1997), cytotoxic effects observed in
other species of Cordia through chronic treatment were attributed
to the presence of pyrrolizidine alkaloids. This class of compounds
was not detected in Cordia ecalyculata. Arisawa et al. (1994) veri-
fied that the methanolicextract of the branches and leaves of Cordia
salicifolia showed cytotoxic activity against cancer cells. Caparroz-
Assef et al. (2005) have affirmed that the oral toxicity of the Cordia
salicifolia extract is low and no evidence was found that may pose
risks after prolonged doses. Consistent with our data, Lopes et al.
(2000} found that Echinodorus macrophyllus does not possess muta-
genic, cytotoxic, or genotoxic properties.

The proportion de PCEs is the endpoint to access cytotoxicity,
to demonstrate chemical exposure in target cell. The bone mar-
row toxicity is characterized for PCEs reduction. The continuous
decrease in the PCE/NCE ratio may be due to the inhibition of cell
division, erythroblast death, removal of damaged cells, andjor dilu-
tion of the existing cell pool with newly formed cells (Krishna and
Hayashi, 2000; Guidelines for the Testing of Chemicals (OECD),
1997; Venkatesh et al. (2007). Adler (1984) proposed an expected
relationship of 1:1 among PCE/NCE and recommends not proceed-
ing experiment if the PCE/NCE ratio is smaller than 25%. Gollapudi
and McFadden (1995) estimated an expected frequency of 50-60%
PCEs relative to the total erythrocytes in the bone marrow. The
PCE/NCE ratio is a preliminary parameter for detection of acute
as well as chronic damage in hematopoietic tissue. The prolifera-
tion, as well as repression of cellular proliferation can be evaluated.
Considering aninitial test and tissue specificity, it should be accom-
panied by other indicative observations of toxicity, as alterations of
the one of the clinical signs (diarrhea, weight loss, agitation, hispid
hair, convulsions, tremors, dyspnea among other) and mortality
(Caparroz-Assef et al., 2005). In case of positive result it is interest-
ing to investigate new target tissues and the mechanism of action of
the test samples. In our study, all of the values are above 1.0, which
allows us to deduce that the tested substances are provoking either
PCE proliferation or NCE destruction. As the negative control also
possesses value above 1.0, this deduction is weakened.

Treatment with doxorubicin 5mg/kgbw induced genotoxic
damage with no observable cytotoxicity in the myeloid tissue. We
consider two different explanations for that: at this concentration
and treatment period (24 h) the drug did not reach cytotoxic level
in this tissue. Venkatesh et al. (2007 ) observed a significant reduc-
tion in the PCE/NCE ratio that reached pick maximum after 72 h
for the same concentration of doxorubicin (5 mg/kg bw), otherwise,
the study of Resende et al. (2007) observed that at 90 mg/kg bw
doxorubicin did not induce significant reduction in the percentage
PCEs in myeloid tissue of Wistar rats. Another hypothesis is that the
doxorubicin could have destroyed, with same intensity, PCE with
NCE in the bone marrow compartment. However, it is not possible
toundertake more microscopic analysis to confirm this hypothesis.

In conclusion, the crude extracts of both Cordia ecalyculata and
Echinodorus grandiflorus, in the tested doses and therapeutic sys-
tems evaluated do not possess clastogenic or cytotoxic effects
against PCEs in the bone marrow of Swiss mice (for treatment of
24h and 15 days), but do present weak clastogenic activity (for
treatment of 24 h and 15 days) in the peripheral blood. It was also
concluded that the crude extracts are not effective for the treatment
of obesity and do not cause genotoxicity (24 h). Due to the exten-
sive use of these medicinal plants and their therapeutic potential,
further studies with the chromatographic fractions and pure com-
pounds of these extracts should be undertaken to fully elucidate
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both the compounds responsible for the activities and their mech-

anisms of action.
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An evaluation of the genotoxic and
cytotoxic effects of the anti-obesity
drugs sibutramine and fenproporex

Cristiano José da Silva', José Ernesto dos Santos? and
Catarina Satie Takahashi'?

Abstract

Anti-obesity medications deserve special considerations at the present ime due to an increasing number of
overweight and obese people who require these therapeutic alternatives. Obesity is positively associated with
several chronic illnesses, including cancer. In this work, we evaluated the possible genotoxic and/or cytotoxic
actions of two drugs, sibutramine and fenproporex, in the doses of 10, 20 and 40 mg/kg body weight (bw),
administered intraperitoneally in male Swiss mice. The genotoxic effect was analyzed by comet assay and
micronucleus test. We found that both drugs increased the frequency of genotoxic damage in Swiss mice, but
did not present cytotoxic activities towards the polychromatic erythrocytes of the bone marrow of these

animals.

Keywords

anti-obesity, genotoxic, cytotoxic, fenproporex, sibutramine

Introduction

The growing number of overweight and obese people
worldwide represents one of the largest public health
concerns at the beginning of the 21st century. These
conditions are commonly assessed using the body
mass index (BMI), and people that have high BMI
(>25 kg/m®) are more susceptible to the development
of chronic diseases, including several types of can-
cer.'® According to the projections for the year
2015, approximately 2.3 billion adults will be over-
weight, and more than 700 million will be obese."’
In Brazil, The Research of Family Budget, conducted
during 2002-2003, found that 40% of adults were
overweight (BMI = 25 kg-"mz], and of these, 22%
were obese (BMI > 30 kg/m?), including 8.9% males
and 13.1% females.®

As startling as the increase in the number of over-
weight and obese people in the world population is the
increase in the consumption of anti-obesity drugs,
mainly in developing countries.” These drugs are
often acquired without medical prescriptions and are
indiscriminately used. Additionally, some medicines
sold as anti-obesity preparations are called natural
products but contain one or more anti-obesity drugs

in their composition.*'" Anti-obesity drugs are
among the four most commonly consumed drugs by
the Brazilian population according to a study in
2005 by The Domicile Survey on Use of Psychotropic
Drugs in Brazil.'' The popularization of the consump-
tion of anti-obesity drugs has made Brazil world’s
largest consumer of these drugs. In 2005, consump-
tion was 12.5 defined daily dosages (DDDs), followed
by Argentina with 11.8 DDDs, Korea with 9.8 DDDs
and United States with 4.9 DDDs. This reality has
prompted some international fiscal agencies to
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recommend that Brazilian health authorities exercise
more effective control in the commercialization of
these drugs and crack down on illegal markets.®

Although tests are recommended by regulatory
agencies worldwide, many of these commercialized
drugs have not been investigated regarding their pos-
sible genotoxic hazards.'” There are many disagree-
ments in studies related to the safety of anti-obesity
drugs.'? The studies of these medicines have evalu-
ated the efficacy of the drugs in reducing body mass
without much interest in their possible adverse
effects. The indiscriminate use of these drugs, associ-
ated with increased periods of therapeutic use, suggest
that the pattern of use could increase the rates of
genetic damage. As increases in genetic damage are
positively correlated with carcinogenesis,' ™' anti-
obesity drugs can increase the cancer index of the
exposed population.

The use of anti-obesity drugs has been very com-
mon mainly to provide physical well-being and to
increase performance. There is little information
regarding the adverse effects provoked by the chronic
use of these substances. The adverse effects of drugs
used to treat or control obesity and the limited data
regarding their chronic use highlight a need for the
discovery of safe and effective pharmaceuticals for
treating or controlling c:‘t:esity,“5

Evidence that in overweight or obese adult persons
the incidence of cancer is greater than in persons with
a normal body mass index (BMI < 25 kg/m”) and the
lack of conclusive evidence on the associated
mechanisms*'” indicate the need for a better evalua-
tion of these drugs with regard to their possible effects
on genetic material. In this study, we evaluated the
possible effects of the anti-obesity drugs fenproporex
and sibutramine on cellular processes that may result
in carcinogenicity and evaluated the cytotoxic and
genotoxic effects of these dmgs.

Materials and methods

The evaluation of the possible genotoxic and cyto-
toxic effects of drugs is frequently accomplished
using accurate and accepted tests over short durations
by the regulatory agencies that authorize the use of
chemicals worldwide." In this study, we used the
micronucleus test to evaluate possible clastogenic and
aneugenic effects and the comet assay to evaluate
DNA single-strand breaks and DNA double-strand
breaks. The cytotoxic effects of the anti-obesity
drugs fenproporex and sibutramine were found by

comparing the relationship between polychromatic
erythrocytes (PCE) and normochromatic erythrocytes
(NCE) in the bone marrow of mice. As an experimen-
tal model for the in vivo study, we used Swiss mice
(Mus musculus) as they have been adopted as a stan-
dard for regulatory agencies in several countries
because genotoxicity and/or -carcinogenicity in
rodents indicate an increased risk of human carcino-
genicity.'>'® All experiments involving animals were
carried out in full compliance with best laboratory
practice guidelines.

Chemicals

e Fenproporex: (+)-3-(x-methylphenethylamino)
propionitrile  hydrochloride, CAS Registry:
15686-61-0 — Lot n® 7CG5010, Genix Industria
Farmacéutica Ltda., Andpolis, GO, Brazil.

e Sibutramine: (£ )-1+p-chlorophenyl)-u-isobutyl-N,
N-dimethyleyclobutanemethylamine hydrochloride
monohydrate, CAS Registry: 106650-56-0 — Lot
n® IF076506*2, Deg Importadora de Produtos
Quimicos Ltda. Sao Paulo, SP, Brazil.

¢ Doxolem®: Chlorohydrate of doxorubicin, CAS
Registry 23214-92-8 — Zodiac Produtos Farma-
céuticos S/A, Pindamonhangaba, SP, Brazil. We
used as a positive control the anthracycline anti-
biotic doxorubicin, commonly used to treat a wide
variety of cancers. The primary mechanism of
drug action is likely to be through an interaction
with topoisomerase II. The effects of doxorubicin
involve the production of free radicals, an increase
in DNA strand breakage, chromosomal aberra-
tions and increases in micronucleus formation in
vitro and in vivo,'*?

Mouse treatment protocol

The Ethical Commission of Ethics in Animal
Research (CETEA) — Faculty of Medicine of Ribeirdo
Preto, University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, SP,
Brazil, approved the protocols used in this study (Pro-
tocol n°032/2006). Male Swiss mice (46 weeks old)
were obtained from the Animal House of the Faculty
of Medicine of Ribeirao Preto, University of Sao
Paulo, and the animals were housed individually in
polypropylene cages covered with metallic grids in
a room maintained at 22°C 4+ 2°C, 55% + 10%
humidity and with a 12-hour light-dark cycle. The
animals were fed commercial NUVILAB CR1 chow
(Colombo PR, Brazil) and water ad libitum for a
5-day acclimation period.
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Mice were randomly divided into eight groups with
6—8 male animals each, and intraperitoneally received
either 10 mL/kg body weight (bw) distilled water or
5 mg/kg bw doxorubicin, fenproporex or sibutramine
at each of the stated doses. Mice were euthanized by
cervical dislocation 24 hours after administration.
Four additional groups with 6-7 male animals each
receiving distilled water, doxorubicin (5 mgkg bw)
or a high dose of fenproporex or sibutramine
(40 mg/kg bw) were euthanized 48 hours after admin-
istration. Based on a preliminary study, fenproporex
or sibutramine doses of 10, 20 and 40 mg/kg bw were
selected for accomplishment of both tests.

Mouse bone-marrow micronucleus test

Immediately after euthanasia, femurs were dissected
and bone-marrow was extracted and suspended in
tubes containing 2 mL of pre-warmed (37°C) fetal
calf serum (Bielogical Industrieg). The tubes were
centrifuged at 180g for 5 min and the supernatant
discarded. The pellet was re-suspended in two to
three drops of fetal calf serum and spread on slides
(two slides per animal). The smears were fixed with
methanol and stained with 5% May Griinwald-
Giemsa. The slides were coded and examined via
light microscopy. Two slides per animal were pre-
pared, and 1000 PCE per slide were analyzed for the
presence of micronuclei. The relative proportion of
PCE and NCE was determined by counting a total
of 200 erythrocytes per slide. The number of micro-
nucleated polychromatic erythrocytes (MNPCE) out
of 2000 PCE was determined. The data were ana-
lyzed using the Student’s -test and an ANOVA. The
result was considered positive when there was a
statistically significant increase (p < .05) in the
frequency of MNPCE for at least one dose that
exceeded the negative control range.]'ﬁ"ﬂ’23

Mouse peripheral blood micronucleus test

Peripheral blood was spread on microscope slides
and air-dried. The next day, the slides were stained
via the Feulgen reaction. After the fixation proce-
dure, the slides were kept in 5 N HCI for 20 min
at room temperature. After hydrolysis, the slides
were washed three times in distilled water and
transferred into Schiff's reagent for 60 min,
washed and stained with Fast Green for 25 min for
cytogenetic analysis. >
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Comet assay

The Single-Cell Electrophoresis Assay, or comet
assay, was performed under alkaline conditions.
Briefly, 15 pL of each peripheral blood sample,
obtained 3, 24 and 48 hours after treatment, were
mixed with 160 pL of 0.5% low-melting-point agar-
ose (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) at 37°C and
layered onto a conventional microscope slide pre-
coated with 1.5% normal-melting-point agarose (Invi-
trogen). The slides were placed overnight in cold,
freshly prepared lysing solution (2.5 mol/L NaCl
[sodium chlonde], 100 mmol/L EDTA [ethylenedia-
minetetracetic acid] disodium salt, 10 mmol/L, pH
10, Tris buffer, 10% DMSO [dimethylsufoxide] and
1% Triton X-100) and then into a horizontal electro-
phoresis buffer (1 mmol/L EDTA disodium salt and
0.3 mol/L NaOH [sodium hydroxide]), at 4°C for
20 min. Using the same buffer, electrophoresis was
performed at 25 V and 300 mA for 20 min. After
electrophoresis, the slides were rinsed three times in
neutralizing buffer (0.4 mol/L, pH 7.5, Tris-HCI
[hydrochloric acid]), fixed for 5 min in absolute alco-
hol, air-dried, and stored at room temperature.zs'“

Immediately before analysis, DNA was stained
with 30 pL of 20 pg/mL ethidium bromide. The slides
were examined with a x40 objective using an epi-
illumined fluorescence microscope (Olympus-Bx
60). Coded slides were scored in a blind test, and
200 blood cells were randomly analyzed for each ani-
mal (100 cells per slide from two slides per animal).
The cells were scored visually into five classes
according to tail size from undamaged (0) to maxi-
mally damaged (4), and a value (damage index) was
assigned to each comet according to its class. The
damage index thus ranged from 0 (completely unda-
maged: 100 cells x 0) to 400 (with maximum dam-
age: 100 cells % 4). The comets with a ‘cloudy’
appearance or a very small head and a tail like a bal-
loon (necrotic/apoptotic cells) were excluded from the
evaluation under the assumption that they represented
dead cells.**'

Statistical analysis

The data were analyzed using The One-Way ANOVA
Test and the Student’s r-test. All of the tests consid-
ered a 5% significance level. The results are
expressed as means + SD of three independent
experiments. A result was considered positive when
there was a statistically significant increase (p < .05)
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Figure |. The average frequency of micronucleated
polychromatic erythrocytes (MNPCE/ 1000 polychromatic
erythrocytes [PCE]), observed in the bone marrow of
male Swiss mice, 24 (white bars) and 48 (gray bars) hours
after treatment. C+ (doxorubicin 5 mg/kg body weight
[bw]), C~ (distilled water), 5-10 (sibutramine, 10 mg/kg
bw), 5-20 (sibutramine, 20 mg/kg bw), 5-40 (sibutramine,
40 mg/kg bw), F-10 (fenproporex, 10 mg/kg bw), F-20
(fenproporex, 20 mg/kg bw) and F-40 (fenproporex,

40 mg/kg bw). *Values significantly different from the
negative control (p < .05) used Student’s t-test. *Values
significantly different compared the groups analyzed at 48
hours with the groups analyzed at 24 hours after
treatment (p < .05) used Student’s t-test.

in values for at least one dose that exceeded the neg-
ative control range,32

Results
The micronucleus test in cells of bone marrow

We observed a significant increase in the average of
MNPCE in the groups treated with sibutramine or fen-
proporex drugs at 10 mg/kg bw, 20 mg/kg bw and
40 mg/kg bw (p < .05). When we compared the differ-
ent concentrations of sibutramine or fenproporex, we
found a significant increase in the MNPCE average (p
<.05), which indicates a dose-response relationship of
these drugs (Figurel).

Examining the bone marrow of the animals 24
hours after treatment with three different concentra-
tions of sibutramine, significant differences in the
PCE/NCE ratio were not found (p > .05). In the
groups treated with fenproporex, we observed
increase in PCE/NCE ratio in the groups treated with
the concentrations of 20 and 40 mg/kg bw (p < .05;
Figure 2).

We also observed a significant reduction in the
MNPCE averages in the treatments with the negative
control, sibutramine or fenproporex, both at the

PCE/NCE ratio

Treatments

Figure 2. Polychromatic erythrocytes/normochromatic
erythrocytes (PCE/NCE) ratio in bone marrow of Swiss
mice 24 hours after treatments. C+ (doxorubicin 5 mg/kg
body weight [bw]), C- (distilled water), 5-10 (sibutramine
10 mg/kg bw), §-20 (sibutramine 20 mg/kg bw), 5-40
(sibutramine 40 mg/kg bw), F-10 (fenproporex 10 mgikg
bw), F-20 (fenproporex 20 mg/kg bw) and F-40 (fenpro-
porex 40 mglkg bw). *Values significantly different from
the negative control (p < .05) used Student’s t-test.

concentration of 40 mg/kg bw, in analyses performed
48 hours after these treatments (p < .05; Figure 1).
Analyzing the PCE/NCE ratio after 48 hours of treat-
ment, we did not find a significant difference between
the groups treated with sibutramine, fenproporex and
the negative control (p > .05; data not presented).

The micronucleus test in the peripheral blood

The treatments with sibutramine (10 mgkg bw,
20 mg/kg bw and 40 mgkg bw) significantly
increased (p < .05) the frequency of micronucleated
erythrocytes, in the peripheral blood of Swiss mice
after 24 hours of treatment. There was not a signifi-
cant difference (p > .05) when we compared the med-
ian value of the micronucleated erythrocytes in the
group treated with sibutramine at 10 mg'kg bw and
the group treated with 20 mg/kg bw. However, the
group of anmimals treated with sibutramine at 40 mg/
kg bw had a larger median value of micronucleated
erythrocytes than the other two groups treated with
this drug.

The treatments with fenproporex (10 mg'kg bw,
20 mg/kg bw and 40 mg/kg bw) also significantly
increased the average of the micronucleated erythro-
cytes (p < .05). We did not observe significant differ-
ences (p = .05) in the average of micronucleated
erythrocytes when we compared the different concen-
trations of fenproporex to one another (Figure 3).
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Figure 3. The average frequency of micronucleated
erythrocytes in the peripheral blood of Swiss mice found
24 (white bars) and 48 (gray bars) hours after treatment.
C+ (doxorubicin 5 mglkg bw), C— (distilled water), 5-10
(sibutramine, 10 mg'kg body weight [bw]), 5-20 (sibutra-
mine, 20 mglkg bw), 5-40 (sibutramine, 40 mg/kg bw), F-10
(fenproporex, 10 mg/kg bw), F-20 (fenproporex, 20 mg/kg
bw) and F-40 (fenproporex, 40 mglkg bw). We analyzed
1000 erythrocytes/animal. *Values significantly different of
the other concentrations in the same treatment (p < .05)
used Student’s t-test. **Values significantly different from
the negative control (p < .05) used Student’s t-test.

The sibutramine and fenproporex drugs, at the
40 mg/kg bw concentration, increased the median
number of micronucleated erythrocytes in the periph-
eral blood of Swiss mice after 48 hours of treatment
compared with negative control; but the increase went
significant (p < .05) just for the fenproporex. When
we compared the groups analyzed at 48 hours with the
groups analyzed at 24 hours after treatment, we found
that a significant decrease occurred (p < .05) in the
median number of micronucleated erythrocytes in the
animals treated with sibutramine or fenproporex, in
the concentration of 40 mgkg bw. We did not
observe a significant difference (p = .05) among the
negative control treatment when we compared these
two periods. In the positive control treatment, we also
observed a significant decrease (p < .05) in the med-
ian number of micronucleated erythrocytes after 48
hours of treatment (Figure 3).

Comet assay

The animals treated for 24 hours with the sibutramine
drug, in all concentrations tested, had significantly
larger damage scores (DS) in the DNA of leukocytes
than the negative control (p <.05). In the group of ani-
mals treated with sibutramine at 10 mg/kg bw, the
damage score was smaller than in the groups treated
with the concentrations of 20 mg/kg bw and 40 mg/
kg bw (p < .05). In the group treated with 40 mg/kg

Table I. DNA damage scores (DS) observed for the
comet assay in leukocytes of Swiss mice 24 hours after
treatment

Number of Damage
Treatments cells analyzed scores/ 100 cells
Negative control 1600 8.500 + 2.329
(H,0)
Doxorubicin 1600 62.400° + 6.346
5 mglkg bw
Sibutramine 1200 25636 + 2.838
10 mg/kg bw
Sibutramine 1200 44 600° + 4.477
20 mg/kg bw
Sibutramine 1200 37.000° + 4.295
40 mglkg bw
Fenproporex 1400 25.400° + 5.739
10 mg/kg bw
Fenproporex 1400 46.500" + 5.503
20 mg/kg bw
Fenproporex 1400 49.300" + 6.391
40 mglkg bw

“Values significantly different from the negative control (p < .05)
used Swdent’s t-test.

bw of sibutramine, we observed damage scores signif-
icantly smaller than in the group treated with 20 mg/
kg bw of this drug (p < .05; Table 1).

The animals treated for 24 hours with the fenpro-
porex drug, in all tested concentrations, presented a
significant increase in the damage scores in the DNA
of leukocytes when compared with the negative con-
trol group (p <.05; Table 1). The drug fenproporx also
induced a significant increase in the damage scores at
the of 20 mg/kg bw and 40 mg/kg bw concentrations
compared to 10 mg/kg bw (p < .05; Table 1).

Evaluating the damage score in the groups treated
with sibutramine and the groups treated with fenpro-
porex in the concentration of 40 mg/kg bw, we
observed that for both drugs, there was not a signifi-
cant difference in the damage scores when we com-
pared 3 hours and 24 hours (p = .05). We also found
that after 48 hours of treatment, a significant reduc-
tion in the damage scores occurred, when compared
with the other two periods (Figure 4).

We did not observe a significant difference in the
damage scores for the negative control in the
treatment periods of 3 and 48 hours. For the positive
control treatment, the largest damage score was
observed 24 hours after treatment and the smallest
damage score was observed 48 hours after treatment
(p < .05; Figure 3).
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Figure 4. DNA damage scores (DS) in leukocytes of Swiss
mice observed 3 (white bars), 24 (bars with spheres) and
48 (black bars) hours after treatment. C+ (doxorubicin,
5 mg/kg body weight [bw]), C— (distilled water), S-40
(sibutramine, 40 mg/kg bw), F-40 (fenproporex, 40 mg/kg
bw). The bars are in an ascending order of time. We
analyzed 100 cells for experimental repetition. *Value
significantly different (p < .05) inside of each treatment
comparing the three periods (3, 24 and 48 hours) used
Student’s t-test.

Discussion and conclusion

Sibutramine is a beta-phanethylamine metabolized in
the liver principally by the CYP3A4 isoenzyme. Its
demethylation produces mono- and di-desmethyl
sibutramines (M1 and M2), and both are pharmacolo-
gically active and are extensively distributed in
animal tissues. This drug reaches its plasma peak
1-2 hours (drug) and 34 hours (metabolites) after
ingestion, with a half-life of 14-16 howrs in humans.
In studies with mice and rats over 2 years using the
M1 and M2 metabolites at a dose 21 times larger than
the daily dose for humans (20 mg), a nisk of carcino-
genicity was not observed,

Sibutramine did not exhibit mutagenicity in several
assays in vitro and in mice.'? However, the two meta-
bolites presented ambiguous results for mutagenic
activity in an Ames test.** Some genotoxic potential
risks justify the need for intensifying studies regard-
ing this drug. The Food and Drug Administration
(FDA) does not recommend sibutramine use during
pregnancy. Ramzi et al.* described two patients who
used sibutramine during pregnancy: one of the moth-
ers had bleeding and the child was miscarried, and the
analysis of the patient showed signs of chromosomal
anomalies. In rats, teratogenic evidence was not
observed at doses of 1, 2 and 10 mg/day; however,
in rabbits heart defects were observed.***® De Santis
et al.’” evaluated 52 women who were exposed to
sibutramine in the first trimester of pregnancy and did
not find any cases of congenital anomalies in the
neonates observed.

Sibutramine acts by inhibiting serotonin, noradre-
nalin and dopamine reuptake, causing a reduction in
food intake, stimulating thermogenesis and increasing
the energetic expense.’*™ In mice, sibutramine
activates B3-adrenergic receptors, which stimulate
glucose consumption in adipose tissues and increase
the metabolic rate, body temperature and consump-
tion of oxygen.'®

Fenproporex is a catecholaminergic drug based on
beta-phanethylamine (the central action of all anti-
obesity drugs is based in beta-phanethylamine). The
beta-phanethylaminic skeleton is also part of the
structure of neurotransmitters such as dopamine,
norepinephrine and epinephrine. Few studies have
evaluated the safety of catecholaminergic agents.*'
Fenproporex is metabolized into amphetamine and
methamphetamine. When Moreira et al.* observed the
shortage of experimental data related to fenproporex,
they performed a study in mice applying a daily rate
dose of 15 mg/kg bw and concluded that the drug at
this concentration exhibits low teratogenic potential.**

The fenproporex biotransformation occurs through
single and double aromatic hydroxylation followed by
methylation and degradation of the molecule by N-
dealkilation into amphetamine.™ It reaches the maxi-
mum peak in the plasma 2-4 hours post-dose, its
effect lasts from 6 to 8 hours, and it is excreted in
urine 48 hours after administration. Amphetamine has
a half-life of 7 to 14 hours and methamphetamine
from 4 to 5 hours.”** There is evidence that ampheta-
mine can induce dysmorphogenic effects in the devel-
opment of rat embryos in vitro, while also affecting
the embryonic-fetal development of mice. In humans,
matemal amphetamine exposure during pregnancy is
associated with congenital cardiac malformations,
biliary atresia, an increased risk of cleft palate, anen-
cephaly, microcephaly, mental retard and low birth
weight.*

Mitochondria are the major sites of reactive oxygen
species (ROS) generation inside the cell. Conditions
of oxidative stress may cause necrosis and apoptosis,
degenerative disease, hypertension, aging, cancer,
atherosclerosis, inflammation, cystic fibrosis and Par-
kinson and Alzheimer diseases.*™™ During cellular
respiration under normal physiological conditions,
electrons can escape the respiratory chain and react
with oxygen, forming ROS.*" This electron leak has
been estimated at 0.5%-2% under physiological con-
ditions but may increase significantly under certain
conditions.*® Due to alterations in metabolism, a
considerable amount of DNA damage can be
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attributed to the actions of endogenous oxidants
originating from metabolic pathways,4g

One possible explanation for the genotoxicity of
these two drugs is indirect action through the induc-
tion of oxidative stress. These drugs act in the sympa-
thetic nervous system, which is the largest effector of
the thermogenesis on skeletal muscles and adipose
tissue. In rodents, stimulation of the sympathetic ner-
vous system causes the release of chemical mediators
(such as noradrenaline) that act on the beta-adrenergic
receptors of adipose tissue, promoting the release of
Cyclic adenosine monophosphate (cAMP), which
activates protein kinase A. Protein kinase A in tum
phosphorylates Perilipin and may have an acute effect
in stimulating lipolysis and activating HEPY and
chronic effects on UCP1 transcription, mitochondna
biogenesis and hyperplasia of adipose tissue.>**2

UCPs are proteins known to decouple the consump-
tion of oxygen from phosphorylation of ADP in adipose
tissue and thus promote thermogenesis. If substrates (fat
acid and carbohydrates) are oxidized and ATP is not
synthesized, the respiratory chain can exist in a reduced
state, with the possibility of producing ROS through
electron transfer to oxygen. It has been postulated that
the function of UCP limits the production of ROS,*"#%2?
although recent studies affirm that UCP2 reduces the
ROS rate inside mitochondria and increases it outside.”

These drugs increase the metabolic rate through an
increase in the calcium ion (C‘az' ) concentration in the
intracellular space, optimizing the activity of some
enzymes that participate in the citric acid cycle.'“’
There is an increase in formation of ROS, which are
usually detoxified by an efficient antioxidant system.
An unbalance between ROS generation and detoxifica-
tion under non-physiological conditions can result in
oxidative stress.*® Isolated mitochondria of fasting
mice (low metabolic rate) reduce the metabolic rate
40% and produce less ROS than the control. This
decrease in ROS is related to the decrease in oxidative
damage in mice tissues.*”*" Based on these observa-
tions, we suggest that the genotoxic damage caused
by sibutramine and fenproporex are the results of their
actions in the sympathetic nervous system. These
actions cause alterations in oxidative metabolism that
break the balance between ROS generation and detox-
ification, allowing free radicals to interact with vital
macromolecules like proteins and DNA. Quantitative
studies of ROS in animals treated with these drugs will
be able to further clarify the subject.

The PCE/NCE matio observed in bone marrow
erythrocytes allowed us to estimate the toxicity index
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of the test substances in this tissue. According to some
researchers, PCE/NCE ratios with wvalues above
1.0 and less than 0.5 indicate cytotoxicity that may
or may not be genc:tmfic.55"“i The reduction in the
immature erythrocyte proportion relative to total ery-
throcytes, both in the bone marrow and peripheral
blood, is indicative of bone marrow toxicity.
Adler™ proposed an expected one-to-one relationship
PCE and NCE and recommended experiments not be
performed when the PCE/NCE ratio is less than 25%.
Gollapudi and McFadden®® affirm that the expected
frequency of PCE is 50%—60% of total bone marrow
erythrocytes. In our study, all values were allowing us
to deduce that the tested substances were causing PCE
hyper-proliferation or NCE destruction. As the
treatment-negative control (water) also possessed a
value greater than 1.0, this deduction loses validity.
Adler® warns that, on one hand, an increase in NCE
may indicate cytotoxic effects (the death of young
cells or the depression of marrow proliferation), while
on the other hand, an increase in PCE may indicate
regenerative proliferation due to the previous mamrow
depression.

In this study of cytotoxicity, we did not find differ-
ences between the positive and negative controls, but
the amount of MNPCE in the positive control was five
times greater than the amount of MNPCE in the neg-
ative control, indicating that the drug had an effect
in the cells of the bone marrow. As all of the values
of the PCE/NCE ratio in the treatments were greater
than the values for the negative control, we suggest
that the drugs destroy NCE and/or stimulate the pro-
liferation bone marrow cells. We also suggest that the
differences among the values are not very large due to
the short time of exposure. Comparing the treatments
with doxorubicin after 24 and 48 hours, the PCE/NCE
ratio does not alter, which can be explained by the
permanent effect of this drug, which has long half-
life; there was a reduction in the PCE/NCE ratio after
48 hours for the other drugs, which can be explained
by the absence of a stimulus due to short half-lives of
these drugs,ST

About 12 to 24 hours after application of the drug,
the PCE present in the bone marrow are descendents
of the cells that were exposed to the agent before cell
division, while the pre-existing PCE have moved into
the peripheral circulation and transformed into NCE.
According to Krishna and Hayashi,'* bone mamrow
toxicity is characterized by PCE reduction in the treat-
ments relative to the negative control. In our study,
this was not observed. Thus, we can affirm that the
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tested substances do not reduce the PCE number in
the bone marrow of mice under our experimental
conditions. In the treatments with doxorubicin, the
MNPCE and (micronucleated normochromatic ery-
throcytes (MNNCE) frequencies increased with time.
Aleisa et al.'” also found a larger MNPCE value 48
hours after treatment with doxorubicin, and a larger
MNNCE value after 72 hours.

The micronucleus test has an important function in
the development process of new drugs. The evalua-
tion of the micronucleus frequency in vivo is a pri-
mary genotoxicity test recommended by regulatory
agencies worldwide to determine the possible risks
of drugs for human health by detecting clastogenic
and aneugenic effects.'*® When we compared the
median number of micronucleated erythrocytes in the
peripheral blood of animals treated with sibutramine
and fenproporex (40 mg/kg bw, 24 and 48 hours),
we found that there was a decrease in the median
number of micronucleated erythrocytes 48 hours after
treatment relative to the number 24 hours after the
treatment. The same was observed for the positive
control treatment. For the negative control treatment,
the median number of micronucleated erythrocytes
stayed the same. These results allow us to suggest that
drugs at this concentration produce non-repairable
damage and cause the consequent elimination of very
damaged cells.

In the bone marrow, the results were similar. There
was a reduction in MNPCE frequency 48 hours after
treatment, which can be explained by the destruction
of very damaged erythrocytes or by a reduction in the
drug concentration in bone marrow, with a consequent
reduction in the induction of genetic damage. We
observed the opposite phenomenon for the positive
control, that is, a discreet MNPCE increase 48 hours
after treatment, which can be explained by the longer
half-life of doxorubicin in the organisms compared to
sibutramine and fenproporex. Aleisa et al.'? also
observed the same for the 5.0 mg/kg bw doxorubicin
and the opposite for 15 mg/kg bw doxorubicin."

The continuous production of MNPCE and
MNNCE depends on the persistence of the agent, on
DNA lesions, on formation and loss, on chromosomal
aberrations and on the rate of recovery of the cellular
cycle. Upon interruption of drug action, the frequency
of MNPCE will return to the previous rate. In addi-
tional studies comparing the frequency of micronu-
cleated erythrocytes in the peripheral blood and
bone marrow with chronic exposition it was found
that micronucleated erythrocytes accumulated in

peripheral blood independently of the interference
of the spleen. However, the frequency in the periph-
eral blood was equal or larger than that in the bone
marrow. The spleens of several species remove
micronucleated erythrocytes from the circulation.
Despite some disagreement, mice, horses and felines
are considered tolerant to the presence of micronu-
cleated erythrocytes in the sanguine circulation.™

In the micronucleus test in the bone mamrow for the
24-hour time period, we observed that sibutramine
and fenproporex increased clastogenic and/or aneu-
genic damage in a dose-dependent manner. Krishna
and Hayashi'* affirm that one criterion for a positive
result can be an increase in MNPCE related to an
increase in dose. Suter, Martus and Elhajouji®” con-
sider a positive treatment to be one in which the agent
provokes an increase of 20% in frequency of MNPCE
in relation to the negative control.

We found that in the bone marrow, the frequencies
of MNPCE were smaller than those of MNNCE in the
peripheral blood, except for the positive control.
Udroiu® also observed this result. A possible expla-
nation for the behavior of the positive control is that
cells that are severely damaged by genotoxic and/or
cytotoxic agents die. The possible reason why fenpro-
porex at the different concentrations maintained
approximately the same number of MNNCE in the
peripheral blood is that, at higher concentrations, the
drug destroyed MNNCE, while sibutramine had a less
severe effect, allowing us to detect a dose-response
relationship.

The alkaline version of the comet assay is very sen-
sitive in detecting damage (DNA breaks and alkali
labile site) and DNA repair. As DNA damage or fail-
ure in repair produces mutations and mutations are
important for the development of carcinogenesis, this
information is very useful in programs of risk evalua-
tion, even though there is no evidence that a high level
of damage in white blood cells increases the cancer
risk.**®'** The comet assay detects DNA primary
damage, which is often reparable, while the micronu-
cleus test detects fixed lesions in chromosomes or
aneugenic effects.®® In analyzing the results of the
comet assay for sibutramine and fenproporex
(40 mg/kg bw, 3, 24 and 48 hours after treatment),
we did not find differences in the damage scores over
periods of 3 and 24 hours, which suggests that there
was no damage repair for the drugs at this concentra-
tion. With the 48-hour period, there were reductions
in the damage scores for both drugs, which can be
explained by decreases in drug concentrations in
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peripheral blood, and as a consequence, decreases in
the source of damage, as well as by the elimination
of very damaged cells.

In the results for treatments of 24 hours, sibutra-
mine displayed a positive relationship between the
dose and the damage scores for 10 and 20 mg. For a
concentration of 40 mg, there was a reduction in the
damage score that may be due to the elimination of
very damaged cells, that is, at this concentration the
drug produces more damage, causing the death of
some cells. A similar behavior occwrred with fenpro-
porex, where we observed a positive relationship
between the dose and the damage scores for 10 and
20 mg, but between concentrations of 20 and
40 mg, there is no difference in damage scores, this
may be due to the elimination of very damaged cells
in concentration of 40 mg.

If we consider the Human Equivalent Dose (HED),
in our study we worked with doses 1.5 to 6.5 and 1.2
to 4.85 times the highest dose prescribed for humans,
respectively, for sibutramine and fenprc:pc:rex,l:‘S
Therefore, with the conditions and methods used in
this study, sibutramine and fenproporex increased the
frequency of genetic damage in hematopoietic cells of
Swiss mice in relation to the negative control. We also
observed that these drugs are not cytotoxic for the
PCE of the bone marrow of Swiss mice. Due to the
high consumption of these drugs around the world and
their importance for public health, we recommend
continued studies in order to determine the mechan-
ism of production of the genetic damage and also
recommend the use of antioxidants (free radicals sca-
vengers) in therapies with these drugs.
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ANEXO C

Anexo C: Cubade Eletroforese

CUBA OPACA PARA LISAR, NEUTRALIZAR E CORRER ELETROFORESE EM
LAMINAS COM AGAROSE, NA VERTICAL , DESTINADAS A REALIZACAO DO
ENSAIO COMETA

1. INTRODUCAO

O registro de um medicamento requer estudos refinados que avaliem seu potencial
genotoxico, Devido a correlag@o positiva entre potencial genotoxico e carcinogenicidade. Como
ha muitas divergéncias nos resultados dos diferentes testes as organizacdes fiscalizadoras visando
amenizar os erros, recomendam a realizagdo de uma bateria de teste para avaliar o potencial de
risco de uma substancia, pois nenhum teste genotoxico isolado ¢ capaz de detectar todos os
mecanismos genotdxicos relevantes na tumorigénese.

Uma bateria de teste padrdo possui seguinte caracteristica:
c) avaliagdo de mutagenicidade através de teste de mutacao reversa em bactéria
d) avaliacdo da genotoxidade em células de mamiferos in vitro e¢/ou in vivo (ICH, 2008).

O Ensaio Cometa ou single-cell gel electrophoresis assay (SCGE) ¢ amplamente aceito
por agéncias fiscalizadoras/regulamentadoras em todo o mundo. E um dos métodos toxicolégicos
mais promissor, pois permite a detec¢do de danos no DNA em uma populacdo de células
eucaridticas obtidas de uma simples suspensao celular. Este ensaio ¢ usado para diferentes tipos
de estudo incluindo: reparos de danos no DNA, biomonitoramento humano e toxicologia genética
(Fracasso et al., 2004; Hoffmann, et al., 2005). De forma que o Ensaio cometa pode ser aplicado
em testes genotodxicos tradicionais in vivo € in vitro em ecotoxicologia, toxicologia aquatica,
investigacdo em induastria quimica, farmacéutica, de biocidas, agroquimicas, quimica de
alimentos bem como seus aditivos. Ele também ¢ usado como biomarcador em cancer e estudos
nutricionais (Lovell e Omoril, 2008)

Além disso, muitos estudos tém demonstrado com sucesso que o Ensaio Cometa pode ser
aplicado para andlise de células derivadas de varios tecidos diferentes indicando que este ensaio
podera ser importante em muitas areas de investigacdo clinica por permitir obter informagdes
importantes sobre as caracteristicas intrinsecas do DNA de células individuais e sua resposta a
varios fatores externos como radiagdo, substancias quimicas e drogas. Estas informagdes poderao
ser relevantes no diagnostico, progndstico e tratamento do cancer. Do ponto de vista pratico o

Ensaio Cometa podera ser satisfatoriamente utilizado na rotina clinica por ser uma técnica
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relativamente simples, barata, requer poucas células para analise, e o resultado pode ser obtido
dentro de algumas horas (Collins et al., 2008; McKenna €t al., 2008).

O Ensaio Cometa além de ser um método rapido, sensivel e barato para avaliar quebras
na fita de DNA em células eucaridtica e para a investigacdo de danos genéticos associados a
exposi¢do a um potencial agente genotdxico o ensaio também ainda tem a vantagem que pode ser
feito com células que ndo estdo em proliferacdo e as células de um determinado tecido pode ser
avaliadas em grande niimero . Outra vantagem é que desde que o métodos foi descrito por Ostling
e Johanson (1984), hd mais de 20 anos, ele vem passando por refinamentos. Diretriz elaboradas
pela Organisation for Economic Cooperation and Development (OECD) estabelece a
metodologia para realizacdo do Ensaio Cometa na versao alcalina (pH 13) in vivo, para
determinar genotoxicidade e a validagdo do Ensaio Cometa in vivo ¢ planejada pelo Mammalian
Mutagenesis Study Group (MMS)/Japanese Center for the Validation of AlternativeMethods
(JCVAM). Os métodos in vitro também estdo sendo desenvolvidos visando futura validacao
(Lovell e Omoril, 2008).

O “cometa” ¢ formado quando nucledides sdo expostos em condigdes alcalinas ou neutras
a um campo eletroforético. Caso haja quebra na fita de DNA a estrutura compacta relaxara e
alcas da fita de DNA rompida se estenderd formando halos semelhante a cauda de um cometa. As
algas rompidas migram em direcao ao anodo (polo positivo), e a extensdo e densidade da cauda
esta diretamente relacionada com o nivel de danos.

Os resultados do Ensaio cometa variam consideravelmente nas publicacdes cientificas.
Uma das causa desta variacdo e a falta de protocolo padrio para a realizagdo de eletroforese. Os
protocolos que sdo descritos freqlientemente sdo insuficientes. Normalmente afirmam que a
eletroforese ¢ realizada em uma voltagem fixa de 25 V e uma corrente de 300mA que ¢ alcangada
ajustando o volume da solucdo de eletroforese. Na maioria das cubas de eletroforese fica apenas
uma camada de poucos milimetros de solugdo sobre a plataforma onde as laminas sdo
posicionadas para a eletroforese. A maioria da voltagem aplicada pode atravessar esta area
devido a sua alta resisténcia 6hmica. Uma pequena variagdo no volume de solucdo ao longo da
superficie pode ter significante efeito na voltagem juntamente com a temperatura e pH. Deve ser
enfatizado que o total de voltagem e corrente aplicados em teoria sdo irrelevantes, desde que esta
voltagem atravesse o gel (V/cm na plataforma) que ¢ a for¢ca motriz para eletroforese de

moléculas de DNA carregadas. Uma alta corrente poderia ser preferivel, s6 que adicionando mais
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solucao de eletroforese levara a diminuicao da V/cm na plataforma a menos que o total de
voltagem aplicada seja similarmente aumentada. Deve ser notado que no protocolo original de
Singh et al. (1988), uma camada de solucdo fina sobre o gel € especificada junto com a voltagem
total de 25V, ndo hd mencdo de uma corrente particular ; o habito de trabalhar com 300mA deve
possivelmente ao fato que fonte com potencial maior sdo mais caras. Na descri¢do de eletroforese
para publicagdo o Unico parametro relevante que deve ser especificado ¢ a V/cm através da
plataforma (Collins et al.,2008).

Este estudo tem objetivo de colaborar com o aperfeigoamento da técnica produzindo um

equipamento de eletroforese especifico para a realizacdo do Ensaio Cometa.

2. OBJETIVOS

Produzir um equipamento refratario a luz;

Produzir um equipamento, portatil compacto e com boa capacidade (30 laminas);

Produzir um equipamento que otimiza a manipulagdo das laminas; ( lise, eletroforese e
neutralizacao ¢ feita no mesmo recipiente);

Produzir um equipamento que trabalha com baixas quantidades de solugdes;

Produzir um equipamento de baixo custo;

Produzir um equipamento de eletroforese que dispensa as fontes convencionais.

3. DESCRICAO DO EQUIPAMENTO
Material: Acrilico preto, fio cirtirgico N°1, fémea para plugs banana, cola para acrilico, fios com

plugs banana, fonte de energia com voltagem constante

M edidas:
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Figura. 1. Esquema externo da cuba
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Fig.3. Corte frontal

30 laminas

Figura 4. Estrutura interna

30 laminas

Figura. 5. Estrutura interna
A parte interna possui endentacdes de encaixe com 2mm cada, que permite colocar 30 laminas de

vidro de 76 x 26mm na posicao vertical impedindo o contato entre elas ( Fig. 3,4 ¢ 5).

No interior da cuba a 10mm da borda encontra-se o eletrodo de fio cirurgico disposto na
horizontal. Este eletrodo ¢ ligado ao p6lo negativo (Fig.3).

Ainda no interior da cuba na regido inferior encontra-se o eletrodo que ligara ao pdlo positivo
(Fig.3).

Na porcao inferior da lateral esquerda encontra-se a torneira para drenagem das solugoes.

4. DADOS TECNICOS DE FUNCIONAMENTO
Amperagem: 243-247 mA
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Voltagem: 5 v

Tempo de corrida: 20 minutos

5. VANTAGENS DO EQUIPAMENTO EM TESTE COM RELACAO AO
CONVENCIONAL
e Baixo custo e simplicidade para construcgao;

e Economia no consumo de solugdes:

Solucdes Cuba Convencional | Cuba Experimental (30
(24 1aminas) laminas)

Lise 100mL 100mL

Eletroforese | +£1,8mL 100mL

Neutralizacao | £200mL 100mL

e Portatil e compacto;
Equipamento covencional:
Cuba:25cm x 8 x 25¢cm
Fonte: 14cm x 8cm x 10cm
Massa Total:+ 4 kg
Equipamento Experimental:
Cuba: 9,5cm x 9,5cm x 3,7cm
Fonte:6,5cm x 4,5¢cm x 4cm
Massa total: 800g

e Reduz o tempo de manipulacdo;

e Dispensa o uso de anteparo (papel aluminio) para proteger da luz;

6. DESVANTAGENS

Até onde foi conduzido nosso experimento ndo detectamos desvantagens.

7. EXPERIMENTOS COMPARATIVOS
7.1 Substancias genotéxica
Usamos doxorrubicina, cloridrato de epirrubicina e etoposido, trés agentes genotoxicos bem

conhecidos, para realizar este estudo.
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7.2 Linhagem celular e tratamentos

Usamos a linhagem de células V79 (fibroblasto de hamster). O meio de cultura
empregado no experimento foi HAM-F10 +D-MEN, na propor¢do 1:1, enriquecido com 10% de
soro bovino fetal.

A doxorrubicina foi testada nas concentragdes de 0,15 pg, 0,30 ug e 0,75 pg/mL de meio
de Cultura, o etoposido 0,15pg e 0,30 pg/mL de meio e o cloridrato de epirrubicina a 0,03
pg/mL . Como controle negativo usamos o proprio meio de cultura. As células sdo expostas por
duas horas aos agentes genotoxicos, decorrido este periodo procede-se a realizacdo do Ensaio

Cometa.

7.3 Ensaio Cometa

O “Single-Cell Electrophoresis Assay” ou Ensaio Cometa foi realizado sob condigdes
alcalinas. Inicialmente 15 pl de cada amostra de células em cultura sdo generosamente misturadas
com 160 pl de agarose “low-melting-point” na concentracdo de 0,5% (Invitrogen, Carlsbad,
CA) a 37°C e aplicada em camada homogénea, com o auxilio de laminulas(24 x 60mm) sobre
uma lamina de vidro (26 x 76mm), preparada anteriormente com uma fina camada de agarose
normal-melting-point na concentragao de 1.5 % (Invitrogen). Todo estes procedimento sao feitos
ao abrigo da luz e colocados por um intervalo de 4-8 minutos em refrigerador a 4°C e decorrido
este periodo as laminulas sdo retiradas cuidadosamente e as laminas sdo transferidas para
cubas de coplin contenda solugdo de lise (1% Triton X-100, 2.5 mM NaCl, 0.1 mM
Na,EDTA, 10 mM Tris with 10% dimethylsufoxide, pH 10.0) a 4°C recém preparada ai
permanecendo por no minimo 12 horas. Apds este periodo as laminas sdo dispostas
ordenadamente em uma cuba de eletroforese horizontal contendo solugdo de eletroforese a 4°C
(0.3 M NaOH, 1 mM NaEDTA, pH >13) permanecendo imersas por 20 minutos. Usando a
mesma solucdo ¢ feita a “corrida” da eletroforese usando tensdo elétrica constante de 25V, e
corrente de 300mA na cuba convencional e 5V e corrente de 247mA na cuba teste; o tempo de
corrida foi de 20 minutos. Apds a eletroforese as laminas sdo imersas por 15 minutos em solugdo
de neutralizagdo (0.4 M Tris-HCI, pH 7.5) decorrido este periodo as laminas sdo fixadas por 5
minutos em etanol 100% , e deixadas para secar na temperatura ambiente, depois de secas sdo
apropriadamente estocada em containeres e deixadas na temperatura ambiente até o0 momento da

coloracdo. Posteriormente as laminas s3o coradas com prata seguindo a seguintes etapas:
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primeiros as laminas sdo imersas por 10 minutos em solugdo fixadora (4cido tricloroacético 15%,
sulfato de zinco 5%.glicerol 15%) apo6s sdo lavadas com agua destilada e deixadas secar a
temperatura ambiente. Depois de secas sdo imersas em agua destilada e reidratadas por 5
minutos; em seguida s@o colocadas na solu¢do de coloragdo preparada minutos antes que resulta
da mistura da solugdo A(carbonato de sdédio 5%) com a solu¢ao B(nitrato de amdnia 0,1%, nitrato
de prata 0,1%, acido tungstosilicico 0,25% e formaldeido 0,15%). Protegidas da luz sdo
colocadas em shaker por 30 minutos a temperatura ambiente; decorrido este periodo as laminas
sdo lavadas com 4gua destilada e imersas em solugdo stop (4cido acético 1%) por 5 minutos para
paralisar a coloracdo dando seqiiéncia as laminas sdo lavadas novamente com agua destilada e
deixadas secar a temperatura ambiente a partir de entdo estdo prontas para analise microscopica.
As laminas sdo examinadas com objetiva 40X em microscopio optico de luz. As laminas
codificadas sdo avaliadas em “teste cego” e sdo analisadas 100 nucledides por tratamento (100
nucledides por lamina e trés laminas por tratamento. Os nucleodides sdo classificados de acordo
com o tamanho da cauda visualizada em 5 classes, sendo os nao danificados pertencentes a classe
zero(0) e os nucleodides totalmente danificados a classe quatro(4). O valor ( indice de dano) € atribuido
para cada nucledide analisado de acordo com sua classe. O indice de dano varia de zero(0)quando
todo os nucleddes ndo apresentam danos (100 nucledides X 0) a quatrocentos quando todos os
nucledides apresentoam nivel maximo de danos (100 nucleodides X 4). Nucléoides com alteracdes
atipicas sdo desconsiderados na contagem pois os mesmo podem ser oriundos de células mortas

(Hartmann e Speit, 1997; Tice et al. 2000.)

8. Reultado do Ensaio Cometa Comparando a Cuba Experimental com a Cuba
Convencional

Tratamentos Cuba Experimental Cuba Convencional Valor de P
(média do score de danos) (média do score de danos) (test—T Student)
Doxorrubicina 0,15 pg/mL 86,3 + 18,1 102 +24,3 0,4212
Doxorrubicina 0.30 pg/mL 105,6 + 26,3 91,7+24,6 0,5191
Doxorrubicina 0,75 pg/mL 111,7+35.2 105,3 £ 16,5 0,7919
Etoposido 0,15 pg/mL 993 +172 1143+ 42,8 0,6109
Etoposido 0,30 pg/mL 173,3 +£30,6 188,7+35,5 0,65,29
Epirrubicina 0,30 pg/mL* 207 +£10,3 188,2 + 10,9 0.0230
Controle Negativo 283+3 25,3 +10,21 0,6529

* na cuba experimental a corrente foi de 300mA e a tensao foi 4Vforam avaliados 500 nucledides.

Avaliando os valores obtidos foi possivel observar que ndo héa diferengas nas médias de

escores de danos no DNA, entre a cuba experimental e a convencional para as concentragdes e
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agentes testados, exceto para cloridrato de epirrubicina 0,30 pg/mL (cuba experimental com
corrente constante de 300mA e tensdo de 4V) que a média de escore de danos na cuba

experimental foi significativamente, em termos estatisticos, superior ao da cuba convencional.

9. CONCLUSOES
De posse destes dados podemos concluir que a cuba experimental apresenta a mesma
eficacia na deteccdo de danos no DNA de célula V79 que a cuba convencional, de modo que

sugerimos a continuidade dos testes para introduzi-la na rotina laboratorial.
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Anexo D: Aprovagao da Pesquisa com Material Humano
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Anexo E: Aprovacéo da Pesquisa com Camundongos
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Echinodorus grandiflorus Mitch. e Cordia ecalyculata Vell. e dos farmacos
femproporex e sibutramina prescritos em programas de redugdo de massa
corporal”, sob a responsabilidade da Professora Doutora Catarina Satie
Takahashi, estd de acordo com os Principios Eticos na Experimentagdo
Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA) e foi APROVADO pecla COMISSAO DE ETICA EM
EXPERIMENTACAO ANIMAL (CETEA) em reunido de 26 de junho de
2006.

(We certify that the protocol m°® 032/2006, about “Evaluation of the Citotoxic, Mutagenic and
Antimutagenic Activity of the Phytotherapic Echinodorus granfiflorus Mitch and Cordia ecalyculata Vell
and of the drugs Fenproporex and Sibutramina Prescribe in Weigth-Loss Programs”, agrees with the
ETHICAL PRINCIPLES IN ANIMAL RESEARCH adopted by Brazlian College of Animal
Experimentation (COBEA) and was approved by the COLLEGE OF MEDICINE OF RIBEIRAQO PRETO
OF THE UNIVERSITY OF SAO PAULO - ETHICAL COMMISSION OF ETHICS IN ANIMAL
RESEARCH (CETEA) in 06/26/2006 meeting).

Ribeirdo Prm, 2; de junho de 2006

M‘(/ /Lu L
Prof. Dr. JOAO SANTANA DA SILVA
Decano da Comissdo de Etica
em Experimentagdo Animal
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ANEXO F

Anexo F: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO
DEPARTAMENTO DE GENETICA
LABORATORIO DE CITOGENETICA E MUTAGENESE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O (a) Sr. (a) estd sendo convidado a participar de uma pesquisa sob a responsabilidade
do pesquisador: Cristiano José da Silva.

Telefone do Pesquisador: Laboratério 16 36023082 ou 16 91487519

Titulo da pesquisa

Avaliacdo da Atividade Citotoxica, Mutagénica e Antimutagénica dos fitoterapicos
Echinodorus grandiflorus Mitch. e Cordia ecalyculata Vell. e dos Farmacos femproporex e
sibutramina Prescritos em Programas de Redugdo de Massa Corporal;

Por que esta sendo feito a pesquisa?

Este trabalho procura entender porque h& elevado indice de cancer na populagcdo com
sobrepeso ou obesa,;

Objetivo da pesquisa
Verificar se alguns dos medicamentos (remédios) e fitoterapicos (Chapéu-de-couro e
Porangaba) usados em tratamento de obesidade (para emagrecer) causam danos no material
genético (DNA) de células do sangue de seres humanos.

Por que o (a) Sr. (a) é importante nesta pesquisa

Vocé apresenta as condigdes requeridas (desejaveis) que estdo previstas para o
desenvolvimento da pesquisa dentre as quais, a mais importante ¢ o sobrepeso ou obesidade, e no
caso de controle massa corporal (peso) considerado normal;

O que tem que fazer para participar da pesquisa

Permitir que um profissional devidamente habilitado colete (tire) 20ml de seu sangue venoso
(nas veias);
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ANEXO F

Qual o desconforto quetera ao participar da pesquisa

O desconforto ¢ apenas o causado na hora de colher o sangue (tirar) ocorre uma leve dor ao
introduzir a agulha em sua veia;

Vocéteraalgum risco se participar da pesquisa

O unico procedimento ao qual serd exposto ¢ a colheita dos 20ml de sangue. O material
utilizado para tirar seu sangue (seringa, agulha e luvas) é novo e limpo (estéril). E usado uma
unica vez e depois jogado (descartado) em lixo especial, em alguns casos poderd haver
extravasamento de sangue e formac¢do de hematoma (no local onde introduziu a agulha fica
roxo ¢ inxado);

O que sera feito com o seu sangue

Serd enviado para o laboratorio (onde faz os exames) e realizard alguns testes usando as
células sangiiineas. Apos a realizacdo dos testes as células recebem tratamentos especiais
(esterilizagao) e sdo descartadas;

O que acontecera se o (a) Sr. (&) ndo quiser participar desta pesquisa
Nada! Sua participacao ¢ livre (somente se vocé estiver de acordo);

Quais os beneficios desta pesquisa

De imediato nenhum beneficio. Apos a realizacdo dos testes, e se verificar algum efeito
danoso (mal) provocado por algum dos medicamentos ou fitoterapicos, ao material genético
das células, a pesquisa servird de alerta e permitird que as pessoas tenham conhecimento que
estas substancias poderdo lhes fazer mal.

Biomédico: Cristiano José da Silva

Pesquisador Responsavel
RG: 3008 643 — SSPGO
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Bl et e naaaen portador (a) do RG
N e abaixo assinado, tendo recebido as informagdes sobre a
pesquisa que sera realizada e ciente de meus direitos relacionados abaixo, concordo em

participar desta pesquisa, doando 20ml de sangue.

Direito do participante doador de sangue:
1. Garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento a qualquer duvida
a cerca dos procedimentos, riscos € beneficios e outros relacionado com a pesquisa a que
participarei doando 20ml de sangue;
2. A liberdade de retirar meu consentimento a qualquer momento e deixar de participar
do estudo sem que isso traga prejuizo em relagdo ao meu tratamento;
3. A seguranga que nao serei identificado e que serda mantido o carater confidencial da
informacao relacionada com a minha privacidade;
4. O compromisso de me proporcionar informagdes atualizadas durante o estudo ainda
que possa afetar minha vontade de continuar participando;
5. A disponibilidade de tratamento médico e indenizagdo que legalmente teria direito por
parte da institui¢do a satde, em casos de danos que justifiquem, diretamente causada pela
pesquisa;

6. Que se existirem gastos adicionais, estes serdo absorvidos pelo orgamento da pesquisa.

TENHO CIENCIA DO EXPOSTO ACIMA

Assinatura do Participante

Ribeirdo Preto,.......... de oo, de 2009
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ANEXO G

ANEXO G: Pedido de Patente

UNIVERSIDADE DE SA0 PAULO

oFfcio 003/2010
Ribeirdo Preto, 0B de janeiro de 2010.

REF.: "PEDIDO DE PATENTE"

Senhor Diretor:
Sclicito a V. Sa., encaminhar aa Magnifico Reitor, a solicitagdo de depésite do pedido
de patente sob titulo:"CUBA OPACA PARA LISAR, NEUTRALIZAR E CORRER

ELETROFORESE EM LAMINAS COM AGAROSE, NA VERTICAL , DESTINADAS A
REALIZACAO DO ENSAIO COMETA".

Infermo para os devidos fins que a pesquisa foi desenvolvida:

[ Somente com meios e recursos da USP.
L]

Os inventores do pedido de patente s3o:
Prof. Dr. Catarina Satie Takahashi(Orientadora)
Sr. Pés-Graduando:Cristiano José da Silva(Inventor)

OBS.: O esboge do relatdrio descritivo serd encaminhado diretamente 3 Agéncia USP
de Inovagdo, para manter o sigilo do invento.

Os dados compietos dos inventores est3o descritos no ANEXC I1.

Agradecendo a atengdo, subscrevo-me.

Atenciosamente,

. i T iy
e | 4 U \
Ty O N gy N i
Prof. Dr. Catarina Satie Takahashi

N

Ciente, eptaminhe-sejao Diretor{a).

!
praf.;)nr)
Chefe-dd Depto. Genética-FMRP-USP

Ilma. 5r.
Prof. Br. Benedito Carlocs Maciel
L.D. Diretor da FMRP-USP

135



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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