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RESUMO 
 
A espécie Carica candamarcensis é uma planta originária da costa oeste 
da América do Sul, que produz como fruto um mamão, do qual frações do látex 
vêm sendo caracterizadas bioquímica e farmacologicamente por nosso grupo 
de pesquisa. P1G10 (primeiro pico da separação cromatográfica em Sephadex 
G10) é uma fração rica em cisteíno proteases, que apresentou em modelos 
animais  efeitos  cicatrizantes  cutâneo  e  gástrico,  atividade 
antitumoral/antimetastática  e baixa  toxicidade  dérmica e  hepática sobre  as 
isoenzimas  do  citocromo  (CYP)  P450,  além  disso,  foram  obtidos  seus 
parâmetros  farmacocinéticos.  Diante  desses  resultados,  nos  propusemos, 
neste trabalho, estabelecer parâmetros toxicológicos e a determinar as doses 
de segurança de P1G10. No processo de obtenção de P1G10 foi conseguida 
uma produção de 4,24 ± 1,16 g de proteínas liofilizadas por procedimento de 
purificação cromatográfica, o qual teve que ser repetido 36 vezes para obter o 
total  necessário  (158 g)  para  as  determinações descritas  a seguir.  Após  a 
obtenção da amostra verificamos que o quantitativo de proteínas (20,24  ± 
5,54/30 µg) e da atividade amidásica específica (25,96 ± 3,54/ nM x min
-1
 x μg
-
1
) se mantiveram ao longo de 12 meses de armazenamento, tempo necessário 
para  a  execução  de  todo  os  experimentos  (p  <  0,05,  Anova,  pós-  teste 
Bonferroni). Na seqüência, P1G10 foi submetida a avaliações de i toxicidade 
aguda com administração pelas vias intraperitoneal (i.p.), intravenosa (i.v.) e 
oral (v.o.), ii toxicidade de doses repetidas (90 dias) e iii avaliação de atividade 
genotóxica,  todas  através  de  modelos  validados  pelo  órgão  regulamentador 
OECD e acatados pela ANVISA. Na  avaliação da toxicidade aguda foram 
determinadas as doses não letais de P1G10 como sendo, abaixo de 5 mg/kg 
para i.p. e i.v e abaixo de 300 mg/kg para v.o.. De acordo com a OECD, que 
classifica toxicidade aguda por v. o., a fração é considerada como sendo de 
classe IV (nociva). Na avaliação de doses repetidas (90 dias), P1G10 mostrou 
toxicidade pulmonar e aumento de células em processo apoptótico no fígado 
de  ratos  Wistar  tratados  com  a  dose  de  300  mg/kg  (v.o.),  não  sendo 




 
 
observadas quaisquer alterações tóxicas na dose de 10 mg/kg. Nas doses de 
50 e 100 mg/kg foram verificadas, apenas, pequenas alterações bioquímicas e 
de peso relativo dos órgãos em relação ao controle negativo (p < 0,05, Anova, 
pós teste Newman-Keuls) sem, no entanto, significado clínico. Nas avaliações 
de mutagenicidade, através do teste de Ames, em linhagens bacterianas TA 
97, TA 98, TA 100 e TA 102 na ausência e presença de indutor microssomal 
(S9), não foi verificada atividade mutagênica em qualquer das concentrações 
testadas (0,01 a 1% de P1G10). Como contra prova, em todas as linhagens 
utilizadas,  frente  às  diferentes  concentrações,  o  número  de  colônias 
revertentes foi significativamente menor aos dos respectivos controles positivos 
(p < 0.05 Anova, pós teste Bonferroni). Da mesma forma, nas avaliações de 
genotoxicidade  in  vivo  pelo  teste  do  Micronúcleo,  observamos  que  a 
micronucleação  de  eritrócitos  da  medula  óssea  de  camundongos  Swiss 
tratados em dose única de P1G10 (5 ou 10 mg/kg, i.p.) não difere do controle 
negativo (óleo de rícino), mas sim, do controle positivo Ciclofosfamida 50 mg/kg 
(p<0,05  Anova,  pós  teste  Bonferroni).  Conforme  o  interesse  expresso 
inicialmente, este trabalho possibilitou a determinação da dose de 10 mg/kg/dia 
como  a dose  máxima segura para futuros estudos  pré-clínicos crônicos  e 
clínicos, além de indicar a ausência de um potencial mutagênico/genotóxico da 
fração proteolítica P1G10. 
 
Palavras-chave: Carica candamarcensis, cisteíno proteases, toxicidade aguda, 
toxicidade dose repetidas, mutagenicidade e genotoxicidade. 
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ABSTRACT 
 
Carica candamarcensis is native South America west coast, which produces a 
fruit  like  papaya,  the  latex  fraction  of  which  have  been  characterized 
biochemical and pharmacological by our research group. P1G10 (first peak of 
the  chromatographic of separation on Sephadex G10) is  a fraction rich  in 
cysteine  proteases,  which showed in  animal  models  effects  skin  and  gastric 
healing, antitumor/anti-metastatic activity and low dermal and hepatic CYP 450 
toxicity, moreover, were obtained their pharmacokinetic parameters. From these 
results, we propose in this work to establish parameters to determine the doses 
and toxicological safety  of  P1G10.  In the process  of obtaining  P1G10 was 
achieved a yield of 4.24 ± 1.16 g of lyophilized proteins by chromatographic 
purification procedure, which had to be repeated 36 times to obtain the total 
required  (158  g)  for  the  determinations  described  below.  After  obtaining  the 
sample  found  that  the  amount  of  protein  (20.24  ±  5.54  /  30  g)  and  specific 
amidase activity (25.96 ± 3.54 / nM x min-1 x g-1) were maintained during 12 
months of storage time required to perform all the  experiments (p  < 0.05, 
ANOVA, Bonferroni post-test). Subsequently, P1G10 underwent evaluations of 
i. acute administration by intraperitoneal (ip), intravenous (iv) and oral (po), ii. 
repeated  dose  toxicity  (90 days)  and  iii.  evaluation  of  genotoxic  activity,  all 
models  validated  by  the  Regulatory  Agency  OECD  and  ANVISA.  In  the 
evaluation of  acute  toxicity were  determined non-lethal  doses  of P1G10  as 
below 5 mg/kg ip and i.v and below 300 mg/kg for v.o.. According to the OECD, 
which classifies acute toxicity by v.o., this fraction is considered as IV Class 
(harmful).  In  the  evaluation  of  repeated  doses  (90  days),  P1G10  showed 
pulmonary toxicity and increased apoptotic points in the liver of rats treated with 
a dose of 300 mg/kg (po), did not observe any toxic changes in the dose of 10 
mg/kg.  At  50  and  100  mg/kg  doses  were  found,  only  small  changes  in 
biochemical and organ weights in relation to negative control (p <0.05, ANOVA, 
Newman-Keuls  posttest),  however,  without  clinical  significance.  In  the 
evaluations of mutagenicity by Ames test, in bacterial strains TA 97, TA 98, TA 
100 and TA 102 in the absence and presence of inducer microsomal (S9), there 
was not mutagenic activity in any concentrations of tested (0.01 to  1% of 
P1G10). As counter evidence,  in all bacterial strains  used, facing  different 
concentrations, the number of revertant colonies was significantly lower at the 
respective  positive  controls  (p  <0.05  ANOVA,  Bonferroni  posttest).  Likewise, 
evaluations of genotoxicity in vivo by the micronucleus test, we found that bone 
marrow erythrocytes micronucleation of Swiss mice treated as a single dose of 
P1G10 (5 or 10 mg/kg, ip) did not differ from negative control (Castor oil), but 
differ  from  positive  control  cyclophosphamide  50  mg/kg  (p  <0.05  ANOVA, 
Bonferroni  posttest).  As  initially  expressed  interest,  this  work  allowed 
determination of the dose of 10 mg/kg/day (NOAEL), the maximum safe dose 
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for future preclinical studies and clinical chronic, besides indicating the absence 
of a mutagenic/genotoxic in proteolytic fraction P1G10. 
 
 
Keywords: Carica candamarcensis, cysteine proteases, acute toxicity, repeated 
dose toxicity, mutagenicity and genotoxicity. 
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1.  INTRODUÇÃO 
1.1. Desenvolvimento de fármacos 
 
A  descoberta,  o  desenvolvimento  e  a  comercialização  de  substancias 
para uso clínico é  um  processo complexo, oneroso  e  altamente regulado, 
muitas  vezes  criticado  e  por  vezes  controverso  (Howland,  2008).  O 
desenvolvimento  de  medicamentos  é  um  processo  que  se  inicia  com  a 
pesquisa básica de um novo composto, passando em seguida para os ensaios 
pré-clínicos,  clínicos  e  finalizando  com o  registro do  medicamento  (Calixto, 
2000). 
O primeiro passo, para a descoberta de um fármaco é um processo de 
triagem o qual seleciona substâncias com atividade biológica sendo que estas 
podem  ter  origem  sintética  ou  vegetal.  As  moléculas  ou  substâncias 
promissoras passam então para a comprovação de sua eficácia e propriedades 
físico-químicas (Ashburn et al 2004; Turolla et al. 2006). As substâncias que se 
mostram promissoras durante essa fase devem continuar sendo investigadas, 
passando,  então, aos  ensaios pré-clínicos.  A  base e a direção  da  pesquisa 
clínica  e  desenvolvimento  de  um  medicamento  repousa  sobre  a 
farmacocinética pré-clínica e perfil farmacológico, que inclui informações, tais 
como mecanismo de ação farmacológica, relações dose-resposta e duração de 
ação,  estudo  das  rotas  e  potencial  clínico  da  administração,  farmacologia 
sistêmica  geral,  incluindo  os  efeitos  farmacológicos  sobre  os  sistemas  de 
órgãos principais e respostas fisiológicas e estudos de absorção, distribuição, 
metabolismo  e  excreção  (International  Conference  on  Harmonisation  (ICH) 
1997). Além dos testes de eficácia e farmacocinéticos, são necessários ainda, 
nessa fase pré-clínica, os estudos de segurança do produto que, geralmente, 
incluem estudos de doses únicas e repetidas, estudo de toxicidade reprodutiva 
e  genotoxicidade,  estudos  de  tolerância  local  e,  para  as  substâncias  que 
possuem algum motivo especial de preocupação ou se destinam a uma longa 
duração de utilização, avaliação do potencial carcinogênico (ICH, 2000). 
 Os  órgãos  regulatórios  como  a  ―Food and Drug Administration‖  (FDA) 
ou  a  ―Organization  for  Economic  Co-peration  and  Development‖  (OECD) 
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exigem que testes em animais sejam realizados antes que os seres humanos 
sejam  expostos  a  essa  nova  entidade  molecular,  através  de  protocolos 
preconizados  por  estes  mesmos  órgãos.  Os  resultados  destes  testes  são 
utilizados  para  apoiar  o  uso  seguro  e  eficaz  de  medicamentos  além  de 
alimentos, cosméticos e dispositivos médicos na maioria dos países. Após a 
aprovação  dos  órgãos  regulatórios,  passa-se  para  a  fase  clínica,  na  qual  a 
substância poderá ser testada em seres humanos (Olson et al., 2000). 
A pesquisa clínica consiste em submeter os novos compostos a ensaios 
clínicos para avaliar a segurança e a eficácia do produto em seres humanos 
(Goldim, 2007). Segundo a ICH em 1997, os ensaios clínicos são divididos em 
três  etapas  consecutivas  que  representam  o  estágio  de  desenvolvimento 
propriamente dito, e uma quarta fase, denominada Farmacovigilância, na qual 
o medicamento continua  sendo avaliado após o registro  e o lançamento no 
mercado.  
Na primeira fase  do ensaio  clínico se busca estimar  a segurança e 
tolerabilidade  da  substância,  a  farmacocinética  com  caracterização  da 
absorção,  distribuição,  metabolismo  e  excreção  ao  longo  do  plano  de 
desenvolvimento do teste, a avaliação da farmacodinâmica da droga, dose e a 
posologia.  Para  isso,  um  pequeno  número  de  voluntários  sadios  (20  a  100 
indivíduos) recebe  doses previamente fixadas da  nova substância  (Goldim, 
2007). 
Na fase II, chamada de Pesquisa Terapêutica Piloto, realizada para 
determinar  a  segurança  e  a  eficácia  do  princípio  ativo,  em  curto  prazo,  um 
grupo  ainda  pequeno  de voluntários  doentes  (entre  100  a  300)  recebe  um 
intervalo  de  doses  pré-determinados  da  substância.  Essa  fase  é  importante 
para  estabelecer  o  intervalo  adequado  entre  as  doses  e  os  regimes  de 
administração do novo fármaco. O objetivo é alcançar a dose ótima, ou seja, 
aquela em que se consegue o melhor efeito terapêutico combinado ao menor 
conjunto de reações adversas (DiMasi et al., 2003). 
Na  fase  III,  chamada  de  Estudo  Terapêutico  Ampliado,  se  avalia 
novamente a eficácia e a segurança do produto, agora sendo o medicamento 
administrado em um número grande de pacientes, que pode variar de dezenas 
a milhares, dependendo do tipo de patologia. A avaliação é sempre feita de 
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maneira  comparativa,  utilizando-se  placebo  ou  um  outro  tratamento  de 
referência,  e  realizada  em  condições  praticamente  normais  às  de  emprego. 
Análise de risco/benefício do princípio ativo, cuidados na utilização, estudo dos 
eventos adversos, interações medicamentosas, fatores modificadores do efeito 
tais como sexo, idade e etnias são analisados nessa fase (DiMasi et al., 1991).  
A Fase IV se inicia após a aprovação do fármaco. Estudos sobre o uso 
terapêutico devem ir além da demonstração prévia de  segurança, eficácia e 
definição de  doses (ICH  1997). Os  estudos de Fase  IV são  feitos  após  a 
comercialização do medicamento e são denominados de  farmacovigilância. 
Esses não são considerados necessários para a aprovação, mas muitas vezes 
são importantes para otimizar o uso do novo fármaco ou até mesmo levar a 
retirada  do  medicamento  do  mercado.  Comumente  os  estudos  realizados 
incluem  interação  droga-droga  adicional,  dose-resposta  ou  estudos  de 
segurança e estudos destinados a apoiar o uso sob a indicação aprovada, por 
exemplo,  estudos  de  mortalidade  /  morbidade  e  estudos  epidemiológicos 
(DiMasi et al., 2003). 
Após  a  aprovação  inicial  para  uma  determinada  indicação,  o 
desenvolvimento  de  medicamentos  pode  continuar  com  estudos  de  novas 
indicações ou modificações, novos regimes de dosagem, vias de administração 
ou  adicionais  populações  de  pacientes. Se  uma nova  dose,  formulação  ou 
combinação  é  estudada,  mais  estudos  de  farmacologia  humana  podem  ser 
indicados, necessitando de um novo plano de desenvolvimento (Ferreira et al., 
2009). 
Neste contexto, esse grupo de pesquisa vem estudando as propriedades 
farmacológicas e bioquímicas do látex retirado do fruto de um mamoeiro nativo 
da costa oeste da América do Sul, a espécie Carica candamarcensis, com o 
intuito de desenvolver um medicamento com propriedades cicatrizante cutânea 
e gástrica.  
 
1.2. A espécie Carica candamarcensis 
C. candamarcensis é uma espécie da família Caricaceae, nativa da 
América do Sul, localizada principalmente na região Andina (Leon,1987). Uma 
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nova classificação taxonômica foi proposta para essa espécie, baseando-se em 
seqüências gênicas de cloroplastos e mitocôndrias destes vegetais. De acordo 
com  esse  critério,  a  planta  foi  denominada Vasconcellea  cundinamarcensis, 
pertencendo ao gênero Vasconcellea e não mais ao gênero Carica, contudo, 
permanecendo à família Caricaceae (Van Droogenbroeck et al., 2004). 
Essa planta apresenta um tronco grosso geralmente ramificado, mede 
até 5  m de altura e  contém uma coroa compacta de  folhas na sua parte 
terminal ou nas extremidades das ramificações. Seu fruto é elipsóide, amarelo 
quando maduro, sendo que a polpa é delgada, aquosa e aromática, comestível 
somente após o cozimento (Figura 1). Os canais lactíferos desse vegetal estão 
presentes na região cortical do tronco, nas folhas e mais abundantemente nas 
camadas  mais  externas  do  endocarpo,  principalmente  dos  frutos  imaturos 
(Leon,1987).  O  látex  extraído  se  apresenta  rico  em  carboidratos,  vitaminas, 
sais  minerais  e  peptídeos  de  baixo  peso  molecular,  além  de  cisteíno-
proteinases  de  alta  atividade  proteolítica  (Baeza,  Correa  &  Salas,  1990; 
Loguercio, Bravo & Salas, 1990; Bravo, Hermosilla & Salas, 1994). 
Figura 1: Carica candamarcensis. A - Inflorescências; B - Frutos maduros 
A 

B 

C 
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1.3. Características bioquímicas e atividades biológicas/farmacológicas 
de frações do látex de Carica candamarcensis 
As  enzimas  obtidas  do  látex  de  C.  candamarcensis  mostram 
características  distintas  e  peculiares  das  obtidas  de  outras  espécies  de 
Caricaceae.  De  acordo  com  resultados  obtidos no Laboratório  de  Biologia 
Molecular  de  Produtos  Naturais  –  ICB/UFMG,  algumas  dessas  proteases 
apresentam eficiência enzimática  cerca de cem  vezes superior para  clivar 
substratos sintéticos quando comparada com as proteases de Carica papaya 
planta que também pertence à família Caricaceae. Além disso, diferem quanto 
ao pH ótimo, ponto isoelétrico e reatividade imunológica (Gravina, Termignoni 
& Salas, 1994; Bravo, Hermosilla & Salas, 1994). 
Supõe-se que a função biológica das proteases que fazem parte do látex 
de Caricaceae seja a de fornecer proteção ou promover a cicatrização do fruto 
após injúrias (Azarkan et al., 2004). A observação que corrobora essa hipótese 
é a de que o processo de cicatrização se inicia depois de produzida a lesão no 
fruto de Caricaceae, sendo precedida pela formação de um coágulo de látex no 
ferimento.  Essas  proteinases  são  ativadas  anteriormente  à  formação  do 
coágulo,  sendo  este  processo  de  natureza  seqüencial  (Silva  et  al.,  1997; 
Moutim et al., 1999). A ativação e processamento de proteases em seqüência e 
formação  de  coágulo  no  local  da  ferida  sugerem um  mecanismo  de  defesa 
similar  ao  encontrado  em  tecidos  animais,  que  está  relacionado  com  o 
processo de cicatrização (Ferguson et al., 2004). 
Do processo de cicatrização em mamíferos participam etapas como a 
ativação  de  plaquetas  com  liberação  de  fatores,  proliferação  e  migração 
celular,  angiogênese,  fibrogênese  e  fenômenos  inflamatórios  irrtáveis, 
vasculares,  exsudativos,  degenerativo-necrótico,  produtivos  e  reparativos. 
Essas  etapas  não  são  necessariamente  seqüenciais  (Cohen,  Diegelmann  & 
Lindbland, 1992). 
Assumindo  que no  látex  de  C.  candamarcensis  existam componentes 
que possam interferir no processo de cicatrização de mamíferos, passamos a 
utilizar modelos experimentais in vitro e in vivo, nos quais se pudesse avaliar 
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esse processo. Para a separação dos componentes do látex, inicialmente, foi 
realizada a separação cromatográfica em resina ―Sephadex G-10‖, obtendo-se 
as misturas protéicas  P1G10 e P2G10 (Silva et al., 2003), sendo estas a 
reunião  das  frações  obtidas  do  primeiro  e  do  segundo  pico  cromatográfico, 
respectivamente. 
Considerando  que  a  re-epitelização  necessita  de  um  estímulo 
mitogênico, linhagens celulares foram utilizadas no intento de caracterizar esse 
efeito  na  divisão  celular.  Os  resultados  revelaram  a  ocorrência  de  efeito 
mitogênico ao serem tratados fibroblastos e células epiteliais em cultura com 
P2G10. Observou-se a resposta mitogênica entre 2 e 4 dias após o início do 
tratamento, proporcional à concentração utilizada, sendo esta ação comparável 
com  a  produzida  pelo  EGF  humano  em  fibroblastos.  Os  dados  obtidos 
confirmaram que o fator mitogênico é de natureza protéica (Silva et al., 2003). 
Também  foram  publicados  pelo  grupo  resultados  sobre  a  atividade 
mitogênica de duas proteases, agora purificadas em CM Sephadex e Mono S, 
derivadas de P1G10 (Gomes et al., 2005). Uma dessas frações - CC23a - é uma 
proteinase com  massa relativa  de 23.000 Daltons  e estrutura monomérica 
determinada  por  eletroforese  em  gel  de  poliacrilamida  SDS-PAGE.  Ao 
comparar  a  atividade  proliferativa  da  CC23a  com  papaína  de  C.  papaya 
observa-se  um  estímulo marginal (<20  %) para papaína,  ao  passo  que  o 
estímulo da CC23a é 4 vezes superior (resultados não publicados). 
A  neoformação  vascular  (angiogênese),  etapa  imprescindível  da 
cicatrização  por  proporcionar  o  fornecimento  de  oxigênio  e  nutrientes 
necessários para sustentação do metabolismo celular e reparo tecidual (Madrid 
& Pratt, 1998), também foi avaliada após tratamento com P1G10. Para isso, 
implantes de polietileno previamente fixados na região subcutânea dorsal de 
camundongos Swiss  receberam  soluções da fração P1G10. Após  8 dias de 
administração  intraimplante,  o  conteúdo  de  hemoglobina  presente  nessas 
estruturas foi determinado. P1G10 a 0,1% promoveu um aumento significativo 
na concentração de hemoglobina em relação ao controle. Por outro lado, uma 
concentração  maior  (1%) provocou uma redução,  o  que pode ser  explicado 
pela sobreposição da atividade proteolítica em relação à atividade mitogênica 
(Mello et al., 2006). 
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Após  a  determinação  das  atividades  mitogênica  e  angiogênica, 
importantes  etapas  no  processo  de  cicatrização,  associadas  à  atividade 
proteolítica  da  fração  P1G10,  que  pode  conferir  uma  ação  debridante 
responsável  pela  retirada  de  tecido  necrótico e  posterior  remodelamento  da 
cicatriz  (Cohen,  Diegelmann  &  Lindbland,  1992),  o  grupo  prosseguiu  na 
avaliação da atividade cicatrizante dessa mistura protéica.  
Resultados  obtidos  com  a  fração  P1G10  mostraram  uma  atividade 
cicatrizante  evidenciada  sobre  escoriações  promovidas  em  camundongos 
Hairless. O efeito foi dose dependente entre 0,1 e 1% da fração incorporada 
em  creme Polawax
®
,  com taxa de  cicatrização 6,00 e 1,33  vezes maior em 
relação  às  lesões  controle,  respectivamente.  Já  a  concentração  de  10%  de 
P1G10 apresentou um efeito irritante exacerbado sobre a pele lesionada, bem 
como na pele íntegra das bordas da lesão. Para efeito comparativo, foi avaliado 
o efeito cicatrizante de papaína 0,1% em creme Polawax
®
, no mesmo modelo 
experimental.  A  taxa  de  cicatrização  promovida  por  essa  outra  fonte  de 
cisteíno-proteases foi 66% maior quando comparado com as lesões controle e, 
portanto, menor do que a obtida com P1G10 na concentração de 0,1% (Mello 
et al., 2006). 
Em  outro  modelo  de  lesão  cutânea,  promovida  por  queimadura  após 
exposição da pele de camundongos Hairless à escaldadura, P1G10, também 
na  concentração  de  0,1%  em  creme  Polawax
®
,  reduziu  significativamente  o 
tempo  de  re-epitelização  dessas  lesões.  Análises  histológicas,  após  a 
cicatrização,  evidenciaram menor presença de infiltrado  inflamatório e  maior 
organização do colágeno  nas lesões tratadas tanto com 0,1%  quanto com 
0,01%,  apesar desta última não  ter  demonstrado  diferença  estatística,  em 
relação ao controle, quanto ao tempo de cicatrização (Gomes et al., 2009). 
Para determinação da toxicidade tópica da fração, foi realizado o ensaio 
de avaliação da irritação primária da pele em doses repetidas (Draize, Woodard 
& Calvery, 1944). A exposição de pele escarificada ou íntegra de camundongos 
Hairless  à  fração  protéica  P1G10  nas  concentrações  que  promoveram 
cicatrização não promoveu qualquer alteração que pudesse ser caracterizada 
como um efeito toxicológico (irritação e corrosão) (Mello, 2005). 
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A  toxicidade  tópica  sub-crônica/crônica  dessa  fração  também  foi 
avaliada,  quando  se  aplicou,  durante  três  e  seis  meses,  P1G10  na 
concentração  de  0,1%  (maior  efeito  cicatrizante)  em  camundongos  Swiss 
previamente depilados. Os resultados da análise histopatológica e da variação 
de  peso  de  órgãos selecionados  (baço,  estômago,  fígado,  pulmão  e  rins) 
demonstraram que não houve diferenças entre o grupo controle (Polawax
®
) e o 
tratado  com  P1G10,  indicando  uma  ausência  de  toxicidade  no  modelo 
estudado (dados não publicados). Estudos clínicos de Fase I foram realizados 
utilizando  o  protocolo  duplo-mascarado,  o  qual  mostrou  que  não  houve 
evidências clínicas e  laboratoriais  de  toxicidade  da fração P1G10 – 0,1  % 
aplicada em pele íntegra de indivíduos hígidos entre 18 e 60 anos de idade em 
ambos os sexos (Gomes, 2009). 
A  avaliação  da  permeação  cutânea  de  P1G10  in  vitro,  radiomarcada 
com  o  isótopo 
99m
Tc, mostrou que esta fração apresenta  baixas taxas de 
permeação cutânea, quando aplicada em creme Polawax
®
 sobre pele íntegra 
de  camundongos  ―Hairless‖  (0,4  %)  ou  pele  sem  estrato  córneo  (camada 
lipídica da pele) (26,0 %). Assim, acreditamos que a pouca permeabilidade da 
preparação na pele possa ser vantajosa no que se refere ao uso de P1G10 
como cicatrizante de lesões cutâneas, uma vez que esta mantém grande parte 
do princípio ativo no local de ação (Lemos, 2009). 
A partir dos resultados obtidos sobre a cicatrização cutânea, a fração 
P1G10  foi  submetida  a  avaliações  em  outros  modelos  de  feridas,  como  as 
lesões gástricas em ratos Wistar. Em úlceras crônicas promovidas pela injeção 
de ácido acético foi observado que P1G10, na dose de 10 mg/kg p.o., foi capaz 
de promover a cicatrização das lesões induzidas de forma significativa quando 
comparado ao grupo controle. Esse efeito foi comparável ao omeprazol  - 10 
mg/kg e superior à ranitidina - 100 mg/kg, fármacos tradicionalmente utilizados 
na clínica em suas respectivas doses experimentais ideais (Mello et al., 2008). 
Análises  histológicas  e  imuno-histoquímicas  do  estômago  destes  animais, 
utilizando a  técnica de estreptavidina-biotina-peroxidase, demonstraram  que 
essa fração protéica promoveu um aumento na taxa de proliferação celular das 
células da mucosa gástrica de quase 4 vezes superior à encontrada para o 
grupo controle. Esse aumento significativo de proliferação também foi obtido na 
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presença de P1G10 com atividade proteolítica inibida por iodoacetamida (Silva, 
2009). A capacidade de P1G10 em estimular a proliferação de células gástricas 
também foi avaliada in vitro. Em todas as concentrações de P1G10 testadas 
(0,1  –  100  ng/mL)  foi  observada  uma  incorporação  de 
3
H-Timidina 
significativamente maior do que no  grupo controle  (ausência de soro  fetal 
bovino) (dados não publicados). 
A atividade citoprotetora gástrica,  por  sua vez, foi avaliada em vários 
modelos experimentais. Em úlceras agudas induzidas pela administração de 
antiinflamatório  não  esteroidal  -  indometacina  na  dose  de  50  mg/kg,  os 
resultados  revelaram  que  P1G10  foi capaz  de  reduzir  significativamente  o 
índice de ulceração e o número de úlceras quando comparado ao controle, de 
modo dose dependente em todas as doses testadas (0,1 - 10 mg/kg) (Mello et 
al., 2008). Além disso, P1G10, na dose que apresentou melhor resultado (10 
mg/kg),  com  atividade  proteolítica  inibida  pela  complexação  com 
iodoacetamida, mostrou-se novamente equivalente aos fármacos de referência 
utilizados na clínica. Ainda nesse modelo de lesão gástrica, foi verificado que o 
tratamento com P1G10 aumenta significativamente o conteúdo de muco e a 
quantidade de grupos sulfidrilas não protéicos, ambos os fatores protetores da 
mucosa gastrintestinal. O efeito citoprotetor também foi verificado em lesões 
gástricas promovidas pelo estresse causado por imobilização e frio, em que a 
administração  de  P1G10  promoveu  uma  significativa  proteção  em  todas  as 
doses testadas, com eficácia semelhante à ranitidina. Já em lesões gástricas 
causadas pela administração de etanol 96% ou pela ligadura pilórica, a mistura 
protéica somente na dose de 10mg/kg protegeu significativamente a mucosa. 
Nesse  último  modelo  de  lesão,  foi  observado  que  houve  uma  redução 
significativa da acidez e da atividade péptica do conteúdo estomacal após o 
tratamento  com  P1G10.  Assim,  acreditamos  que  esse  efeito citoprotetor  se 
deve a um aumento significativo dos níveis de fatores protetores, bem como na 
redução de agentes agressores da mucosa (Silva, 2009). 
Além da atividade cicatrizante tópica e gástrica de P1G10, este grupo de 
pesquisa vem estudando a atividade antitumoral e antimetastática desta fração, 
uma  vez  que  o  uso  terapêutico  de  proteases  na  oncologia  vem  sendo 
investigado,  seja  como  fármaco  principal  ou  como  adjuvante.  Misturas 
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enzimáticas  contendo  papaína,  tripsina  e  quimiotripsina  demonstraram  ter 
eficácia  clínica  atuando  como  supressores  tumorinogênicos,  reduzindo 
disseminação metastática e aumentando o tempo de sobrevida ou mesmo 
aliviando  os  efeitos adversos  gerados  pelo  tratamento  convencional, o  que 
conseqüentemente melhora a qualidade  de  vida dos pacientes (Leipner & 
Saller,  2000).  Em  modelo  tumoral  utilizando  melanoma  B
16
F
1
  inoculados  no 
flanco  de  camundongos  C57B16,  observou-se  uma  redução  de 
aproximadamente  89% no peso do  tumor para o grupo tratado  com  P1G10 
diariamente na dose de 5 mg/kg s.c. em relação ao grupo controle, bem como 
um aumento do tempo de sobrevida desses animais (Figueiredo, 2009). Em 
outro  modelo  tumoral,  que  utilizou  carcinoma  de  Erlich  inoculado  i.p.  em 
camundongos  Swiss,  foi  observado  que P1G10  5  mg/kg  s.c.  administrado 
diariamente foi capaz de reduzir significativamente a celularidade presente no 
líquido  ascítico    em  relação  ao  grupo  controle  (Viana  et  al.,  2009). 
Administrações diárias na dose de 5 mg/kg s.c., também promoveu redução 
significativa da massa tumoral em modelo de carcinoma de cólon promovido 
pela inoculação da célula CT26WT no cecum de camundongos Balb/C (Dittz et 
al., 2009). 
Também em modelo metastático utilizando melanoma B
16
F
10
 inoculado 
nas  orelhas  de  camundongos  C57B16,  foi  observada  uma  redução  no 
percentual de animais com metástases pulmonares no grupo que recebeu 5 
mg/kg de P1G10 s.c. quando comparado ao grupo controle (de 50 para 17%), 
bem como uma redução no número de pontos de metástase. Também o tempo 
de  sobrevida  no  grupo  tratado  com  P1G10  foi  estatisticamente  superior  ao 
grupo controle (Figueiredo, 2009). 
Estudos  farmacocinéticos  pré-clínicos,  utilizando  P1G10  radiomarcada 
com 
99m
Tc,  demonstraram  que  esta  mistura  protéica  possui  taxas  de 
biodisponibilidade equivalentes entre as vias s.c. e i.v. (100%) e baixa, por v.o. 
(8,3  %).  A  biodisponibilidade  de  P1G10  por  v.o.  esta  de  acordo  com  os 
resultados  de  altas  taxas  de  captação  no  estômago,  intestino  delgado  e 
intestino grosso, demonstrando que P1G10 percorre o trato gastrintestinal com 
baixa capacidade de absorção. Já após a administração por via s.c e e.v., foi 
observado que os órgãos com maiores taxas de captação são os relacionados 
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ao  metabolismo  e  excreção  de  fármacos,  o  que  corrobora  com  a  rápida 
depuração  desta  mistura  protéica  (constante  de  eliminação  K
el 
=  0,22  % 
dose/mL/h; clearence total Clt = 0,092 mg*mL/%dose*kg e tempo de meia-vida 
T ½de = 190 min) (Lemos, 2009). 
Estudos toxicológicos sistêmicos, realizados até o momento, demonstram 
que  as  atividades  de  algumas  das  enzimas  do  citocromo  P450  (NADPH-
citocromo  c  reductase,  Anilina  4-hidroxilase  (CYP2E1),  Eritromicina  N-
demetilase  (CYP3A1/2),  Etoxiresorufina  O-deetilase  (CYP1A1), 
Pentoxiresorufina  O-depentilase  (CYP2B1/2),  Metoxiresorufina  O-demetilase 
(CYP1A2),  7-hidroxi  testosterona  (CYP2A1),  6-hidroxi  testosterona 
(CYP3A1/2),  16-hidroxi  testosterona  (CYP2C11),  16-hidroxi  testosterona 
(CYP2B1/2),  2-hidroxi  testosterona  (CYP2C11)  e  Androstendiona)  e  os 
valores de proteínas totais  microssomais encontrados nos grupos controle e 
tratado com P1G10 (334 mg/kg/dia) durante 6 dias consecutivos por via oral 
não apresentaram diferenças estatísticas significativas na maioria das classes 
de  enzimas dosadas.  No  entanto,  foi  observada  diminuição nos  níveis de 
CYP2A1, enzima que está relacionada com a proliferação celular (Mello, 2005). 
Dessa forma, a partir dos resultados que demonstram uma promissora 
atividade  cicatrizante  gástrica,  além  de  uma  potencial  ação  antitumoral  e 
antimetastática,  e  de  posse  de  alguns  conhecimentos  farmacocinéticos  e 
toxicológicos de P1G10, se faz necessária à continuação da determinação pré-
clínica  dos seus  parâmetros  toxicológicos  sistêmicos.  Vale  salientar  que  os 
modelos  para  essas  avaliações  devem  seguir  os  validados  pelos  órgãos 
regulatórios para definir critérios e parâmetros a serem utilizados nos ensaios 
clínicos sistêmicos de Fase I e II. 
 
1.4. Estudos toxicológicos 
Os estudos toxicológicos apresentam como principal objetivo a predição 
dos possíveis efeitos adversos, que podem se manifestar quando da exposição 
humana à determinada substância química, seja ela um  medicamento, um 
praguicida,  um  agente  químico  industrial  ou  outros  (Koeter,  1993;  Meyer, 
2003). Após a tragédia causada pela talidomida em meados da década de 50, 
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a qual foi introduzida no mercado para tratar ansiedade e náusea durante a 
gravidez e que levou a inúmeras deformações congênitas (Lima et al., 2001), 
os  órgãos  de regulamentação  mundiais  passaram  a exigir vários testes  de 
segurança  antes  que  qualquer  medicamento  fosse  testado  em  humanos 
(Botham,  2004).  Por  esta  razão,  tais  estudos  são  sempre  requeridos  nos 
processos  investigativos,  desde  o  desenvolvimento  de  produtos  até  seu 
registro e comercialização, sendo os modelos animais os mais utilizados para 
este propósito (Meyer, 2003). 
Os  objetivos  da  avaliação  de  segurança  pré-clínica  incluem  a 
caracterização dos efeitos tóxicos com relação aos órgãos alvo, a dependência 
de dose, a relação com a exposição e o potencial de reversibilidade (Meyer, 
2003).  Essas informações  são importantes  para a  estimativa  de uma  dose 
inicial segura para os ensaios em humanos e a identificação  de parâmetros 
para o acompanhamento clínico de potenciais efeitos adversos (Cazarim et al., 
2004).  Sendo  assim,  os  testes  toxicológicos  normalmente  requeridos  com 
propósito regulatório incluem: toxicidade aguda, sub-crônica e crônica, testes 
de tolerância local sobre a pele e olhos em caso de acidentes, além de estudos 
de  mutagênese,  carcinogênese  e  reprodução  (Spielmann,  2002;  Barros  e 
Davino, 2003). 
 
1.4.1. Toxicidade aguda 
As análises toxicológicas mais empregadas em estudos de segurança 
pré-clínica, para qualquer substância, são os testes de toxicidade aguda. Estes 
tratam  de  uma  avaliação  preliminar  das  propriedades  tóxicas  de  uma 
substância-teste, a qual fornecerá informações sobre os riscos para a saúde 
resultantes de uma exposição de curta duração pela via escolhida ou ingestão 
acidental (Botham, 2004). 
  Os  testes  clássicos  de  toxicidade  aguda  por,  via  oral,  exigidos  até  a 
década de 80 utilizavam um número elevado de animais e se baseavam no 
modelo  proposto  por  Trevam  (1927).  Através  desse  modelo  se  obtinha  um 
valor  estatístico  derivado  de  uma  dose  única  de  uma  substância  que  pode 
provocar a  morte de 50 % (DL
50
) de uma dada  população, em condições 
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experimentais definidas (Botham, 2004). Esse teste tornou-se gradativamente 
um pré-requisito para várias agências reguladoras para a aprovação de novos 
fármacos,  aditivos  alimentares,  cosméticos,  produtos  domésticos,  químicos 
industriais e pesticidas (Krysiak, & Rydzynski, 1997). 
Para a realização do teste da DL
50
 tradicional eram empregados mais de 
100 animais de cada espécie para cada substância testada, normalmente ratos 
e  camundongos.  Em  1983,  baseada  no  programa  dos  3R’s  (Redução, 
Refinamento e Substituição), a FDA anunciou que não mais requereria o teste 
clássico de toxicidade aguda (DL
50
) nos processos regulatórios. Após anos de 
discussão  e  controvérsias,  em  1986  a  OECD  anunciou  alterações  nos 
―guidelines‖  de  toxicidade oral  e dérmica  aguda, iniciando  as discussões  a 
respeito de testes alternativos que objetivava, além de, diminuir o número de 
animais utilizados na pesquisa, minimizar a dor e o desconforto destes além de 
buscar alternativas para a substituição de alguns testes in vivo  (Balls, 1994; 
Flecknell,1994; Humane, 2003; Gubbels-Van Hal, et al., 2005). 
Para facilitar a aceitação internacional, a OECD organizou uma série de 
reuniões com especialistas de vários países, no período de 1998 a 2000, o qual 
resultou na publicação de três protocolos para avaliação de toxicidade aguda 
por via oral que utiliza um número reduzido de animais de no máximo 5/dose 
(ratos ou camundongos) de um único sexo. Os protocolos são: o 420 – Teste 
das doses fixas, com a característica de ter a toxicidade evidente ao invés de 
mortalidade como objetivo principal e emprega o sistema de doses fixas de 5, 
50, 300 e 2000 mg/kg, sendo que para algumas substâncias avalia-se também 
a dose de 5000 mg/kg; o 423 - ―método agudo de classificação, o qual também 
emprega as mesmas doses fixas do TDF, mas considera somente o fator morte 
na avaliação e o 425 que  ainda utiliza a derivação da DL
50
 estimada, inclui 
também um método computacional para a obtenção do intervalo de confiança, 
com  uma  dose  inicial  estimada  de  175  mg/kg  (Valadares,  2006).  Além  dos 
protocolos,  a  OECD  publicou  um  documento  para  o  uso  e  interpretação  de 
métodos  alternativos  de  avaliação  de  toxicidade,  o  ―Global  Harmonization 
System‖  (GHS),  um  sistema  harmonizado  de  classificação  do  perigo  de 
substâncias e de misturas, de acordo com os efeitos para a saúde e para o 
ambiente. Com isso houve a padronização e harmonização de elementos para 
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comunicação do perigo que devem estar presentes nos rótulos e nas fichas de 
informações de segurança de produtos químicos (FISPQ) ou o Material Safety 
Data Sheet (MSDS) (Cazarin et al., 2004).  
De acordo com GHS as substâncias e misturas são classificadas em 5 
categorias de toxicidade aguda para a via oral, categoria 1 - DL
50
 ≤  5 mg/kg 
(muito tóxico) , categoria 2 - DL
50
 > 5 e ≤ 50 mg/kg (tóxico), categoria 3 - DL
50 
> 
50  e  ≤  300  mg/kg (toxicidade moderada), categoria 4 – DL
50
 >300  e  ≤  2000 
mg/kg (nocivo) e categoria 5 –DL
50
 >2000 e ≤ 5000 mg/kg (baixa toxicidade), 
acima dessas doses a substância não possui classificação (OECD, 2001). 
Essas publicações  são empregadas  em diversos  países para  avaliação  de 
toxicidade  aguda  por  via  oral,  inclusive  no  Brasil  pela  Agência  Nacional  de 
Vigilância Sanitária (ANVISA) (Turolla et al. 2006). 
Da mesma forma, a avaliação aguda do potencial irritante dérmico, no 
contexto  dos  métodos  alternativos,  passou  a  ser  discutido,  sendo 
posteriormente sugerida a realização de testes preliminares com condução de 
testes  seqüenciais,  ou  seja,  dos  testes  mais  simplificados  para  os  mais 
sofisticados (Stitzel, 2002). Diante de fatores como avanços em procedimentos 
de isolamento de células e conhecimento das técnicas de cultura de tecidos, 
técnicas  analíticas  sofisticadas  que  permitem  a  medida  de  pequenas 
quantidades de materiais biologicamente importantes, outros modelos dérmicos 
passaram  ser  discutidos  pelos  órgãos  regulatórios  (Chorilli  et  al.,  2006). 
Exemplificando alguns destes métodos alternativos dérmicos e toxicocinéticos 
tem-se  o  teste  da absorção  cutânea  para  predição  de  determinado  efeito 
sistêmico, sendo utilizados tanto componentes da formulação como o produto 
acabado. É possível estudar in vitro a permeabilidade de substâncias através 
da pele utilizando-se o teste de perfusão cutânea (ANVISA 2002). 
O teste de irritação cutânea, in vivo, preconizado em diversos países, 
incluindo o Brasil (ANVISA 2010), ainda, é o teste proposto por Draize (1944), 
realizado de preferência em coelhos, onde a pele é examinada para avaliar o 
grau  de  eritema, edema, descamação, formação  de  cicatriz e outras  lesões 
devido a uma única administração cutânea. A duração do estudo dependerá 
das mudanças observadas em uma escala de 24, 48, 72 horas e até 8 dias 
após  administração,  sendo  a  análise histológica  também  considerada  nesse 
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teste.  A  OECD,  mesmo  após  o  período  de discussão  a respeito dos testes 
alternativos, utiliza o modelo publicado em 1987, o qual difere do proposto por 
Draize apenas na escolha da espécie. Esse órgão regulamentador propõe que 
além de coelhos se utilizem ratos e/ou cobaias adultas por um tempo de 
observação de 14 dias. Além desses, outros testes in vivo de tolerância local 
são exigidos de acordo com  a via de administração  (retal, vaginal, ocular e 
inalatória) (Leonardi, 2004; ANVISA, 2010). 
 
1.4.2. Toxicidade de doses repetidas 
Os  estudos  de  doses  repetidas  são  exigidos  com  os  objetivos  de 
identificação de órgãos e sistemas alvos potenciais e de estabelecer um  ―No 
Observed Adverse Effect Level‖ (NOAEL) – dose onde não se observa efeito 
adverso  (Setzer  &  Kimmel  2003).  Esses estudos  geralmente  são  realizados 
pela  via  oral,  no  entanto,  dependendo  da  potencial  rota  e  da  exposição 
humana,  a  substância  poderá  ser  analisada,  também,  pelas  vias  cutânea  e 
inalatória  (ANVISA, 2010).  Os estudos de doses  repetidas são divididos  em 
sub-agudos (28 dias) e sub-crônicos (90 dias) em roedores de ambos os sexos. 
Algumas agências regulatórias, como a ANVISA, exigem também uma espécie 
não-roedora. Estudos crônicos com duração de 12 meses podem ser exigidos 
para  algumas  substâncias  como  pesticidas  e  medicamentos  de  uso  crônico 
como os antidepressivos e ansiolíticos.  
A OECD estabelece seis ―Test Guidelines‖ (TG) válidos para realização 
de  estudos  de  doses  repetidas  em  roedores:  estudo  de  toxicidade  de  dose 
repetida de 28 dias (TG407) e 90 dias (TG 408) por via oral; toxicidade de dose 
repetida dérmica de 21/28 dias  (TG 410) e 90 dias subcrônica (TG 411); 
toxicidade inalatória sub-aguda com 14 ou 28 dias (TG 412) e subcrônica de 90 
dias (TG 413) e estudos de toxicidade crônica com 12 meses (TG 452). Vale 
ressaltar que não existem alternativas validadas pelo ―European Center for the 
Validation  of  Alternative  Methods‖  (ECVAM)  não-animal  que  substituam  a 
avaliação de toxicidade de dose repetida. Esses modelos in vivo são por vezes 
criticados, devido ao alto custo, uso de grandes quantidades de animais e as 
diferenças inter-espécies, o que por vezes limitam a utilidade dos estudos para 
predizer efeitos em longo prazo nos seres humanos (Pfaller, et al., 2001). 
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1.4.3. Avaliações de mutagenicidade/genotoxicidade 
A  avaliação  da  atividade  mutagênica  de  novos  fármacos  é  de 
fundamental relevância para a introdução na terapêutica de compostos mais 
seguros  para  uso  humano.  Há  uma  relação  estreita  entre  mutagênese  e  a 
carcinogênese, já que ambas apresentam alterações abruptas na célula, que 
são  permanentes  e  herdadas  pelas  células filhas.  Por  conta  dessa  relação, 
recomenda-se a  utilização de  ensaios de  mutagenicidade para  a  avaliação 
genotóxica  de  substâncias  já  existentes  e  de  novos  fármacos (MARON & 
AMES, 1983; GÜIDO et al, 2001; FAGUNDES et al, 2005). 
O modelo aceito para avaliação in vitro de genotoxicidade é o Teste de 
Ames  ou  teste  de  mutação  reversa  bacteriana  que  utiliza  estirpes  de 
Salmonella typhimurium e Escherichia coli para avaliação de mutações gênicas 
puntuais que envolvem  a substituição, adição ou  supressão de um  ou mais 
pares de base de DNA. O princípio do teste é a detecção de mutações que 
invertam  as  mutações  existentes  nas  estirpes  de  ensaio,  restaurando  a 
capacidade  funcional  das  bactérias  para  sintetizar  um  aminoácido  essencial 
(histidina) (OECD 471, 1997; Mortelmans & Zieger, 2000). Dentre as linhagens 
bacterianas exigidas para fins regulatórios as principais são as linhagens de 
Salmonella  typhimurium TA 98, TA 100,  TA  97  e TA 102.    Estas  linhagens 
apresentam características genéticas que lhes conferem maior sensibilidade na 
detecção de diversos agentes mutagênicos. Dentre estas estão à mutação rƒa 
que  causa  perda  parcial  de  lipopolissacarídeos  da  parede  bacteriana, 
facilitando  a  difusão  de  moléculas  grandes  para  a  célula,  como  aminas 
aromáticas e aflatoxinas. Uma outra deleção presente nessas linhagens é a do 
uvrB gene, responsável pelo reparo por excisão elevando a sensibilidade de 
mutágenos que levam a mutação deste gene de reparo (Ribeiro, 2003) 
No entanto, somente o modelo in vitro de mutações bacterianas não é 
suficiente para detecção de um genotoxicida, pois este só detecta mutações 
gênicas,  sendo  necessário  um  teste  específico  para  detecção  de  mutações 
cromossômicas (Umbuzeiro et al, 2004). Para tal objetivo pode ser aplicado o 
teste do micronúcleo in vivo, o qual utiliza a análise dos eritrócitos retirados da 
medula  e/ou  células  do sangue  periférico  de roedores  para  detectar  danos 
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induzidos  nos  cromossomos  de  células  em  G
0
  (fase  estacionária)  ou  em 
divisão mitótica. O objetivo do teste é identificar dano citogenético que resulta 
na  formação  de  micronúcleos  com  fragmentos  de  cromossomo  ou 
cromossomos inteiros (OECD 474, 1997). 
Além dos descritos acima, ensaios in vitro com linhagens celulares 
L5178Y,  CHO,  AS52,  V79  ou  TK6  (OECD  473,  476,  1997)  também  são 
utilizados.  Um  outro  ensaio  preconizado  é  o  de  determinação  de  aberração 
cromossômica  em  espermatogônias  de  mamífero  (in  vivo),  o  qual  tem  o 
objetivo de identificar aberrações estruturais em cromossomas ou cromatides 
(OECD 483, 1997). 
 
1.4.4. Testes de Carcinogenicidade 
Para  as  substâncias  que  promovem  alterações  genotóxicas  ou  que 
sejam de uso contínuo, estudos de carcinogenicidade são requeridos prevendo 
a  possibilidade  destas  poderem  causar  o  desenvolvimento  de  câncer 
(carcinogenicidade). Esses estudos devem considerar parâmetros previamente 
estabelecidos  como:  avaliações  de  máxima  dose  tolerada,  dose-limite  de 
efeitos  farmacodinâmicos, saturação  da  absorção, máxima dose disponível, 
mudanças  celulares  e  avaliações  bioquímicas.    O  modelo  obrigatório  é  o 
animal,  que  deve  ser  conduzido  em  duas  espécies  roedoras  livres  de 
patógenos, com um mínimo de 50 animais/sexo/grupo de tratamento e controle 
negativo. O tempo de tratamento é de 18 meses, podendo se estender por até 
2 anos (ANVISA, 2010).  Diante do grande número de animais necessários, o 
longo  tempo  gasto  e  o  alto  custo  do  teste,  estudos  alternativos  vêm  sendo 
discutidos  na  tentativa  de  minimizar  essas  desvantagens.  Como  exemplo 
temos,  o  uso  de  animais  transgênicos  que  expressam  protooncogenes 
ativados, facilitando a indução de neoplasias ou animais ―knockout‖ genes 
suprimidos,  além  dos  estudos  in  vitro  envolvendo  bactérias,  protozoários, 
levedura,  culturas  de  células  de  mamíferos  e  humanos. No  entanto,  esses 
testes  ainda não foram validados,  fazendo apenas parte da longa gama de 
testes de segurança exigidos por alguns órgãos regulatórios, não substituindo o 
modelo clássico (Knight et al 2006). 
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1.4.5. Toxicidade reprodutiva 
Os  estudos  de  toxicidade  reprodutiva  são  projetados  para  fornecer 
informações gerais sobre o desempenho reprodutivo, a função gonadal, o ciclo 
menstrual,  o  comportamento  de  acasalamento,  a  concepção,  o  parto,  o 
aleitamento e o desmame. No modelo in vivo clássico adotado pela OECD e 
ANVISA, a substância é administrada em doses crescentes a vários grupos de 
ratos machos e fêmeas. Os machos devem ser tratados durante o crescimento 
e, pelo menos, por um ciclo  espermatogênico completo  (a fim  de verificar 
qualquer efeito adverso sobre a espermatogênese. As fêmeas, por sua vez, 
devem ser tratadas pelo menos por dois ciclos estrais ou cios completos. A 
substância  é  administrada  em  ambos  os  sexos  durante  o  período  de 
acasalamento  e,  posteriormente,  só  para  fêmeas  durante  a  gestação  e  a 
duração  do  período  de  amamentação  (OECD  415,  1983).  Em  2001  foi 
publicado pela OECD uma revisão de estudos anteriores na qual se estabelece 
que essas  avaliações permaneçam por  2 gerações,  para que se  pudesse 
verificar o crescimento e o desenvolvimento da prole (OECD 416, 2001). 
Ultimamente, houve um aumento considerável na adoção de técnicas de 
triagem in vitro para detecção de perturbadores endócrinos, com o objetivo de 
substituir o modelo animal (Bassa et al.1985). No entanto, diante da dificuldade 
de modelar o conjunto do ciclo reprodutivo in vivo em um modelo in vitro, os 
estudos com animais não foram substituídos (Cazarim et al., 2004).  
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2. JUSTIFICATIVA 
  Considerando  as  atividades  farmacológicas  descritas  para  a  fração 
P1G10, como a cicatrizante cutânea (Mello et al., 2006, Gomes et al., 2009) e 
principalmente,  as  atividades  que  exigem  administração  sistêmica  como  a 
citoproteção  e cicatrização  gástrica (Mello  et al., 2006,  2008, Silva, 2009) e 
antitumoral/antimetastática (Figueiredo,  2009; Dittz et al.,  2009;  Viana  et al., 
200) é de interesse deste grupo de pesquisa a avaliação toxicológica para que 
se possam  definir  doses seguras  de uso  agudo e  crônico,  como parte  do 
requerido, para dar continuidade ao estudo clínico da fração.  
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3. OBJETIVOS 
 
3.1 Objetivo geral 
Avaliar parâmetros toxicológicos pré-clínicos da fração proteolítica P1G10 
derivada do látex de C. candamarcensis com propriedades farmacológicas. 
  
3.2 Objetivos Específicos 
 
3.2.1 Obtenção e caracterização bioquímica da fração P1G10 do látex de C. 
candamarcensis em quantidade suficiente para realização do estudo 
toxicológico descrito a seguir. 
3.2.2  Avaliação  da  toxicidade  aguda  por  diferentes  vias  em  ratos  Wistar 
(fêmeas) através do Teste das Doses Fixas (TDF). 
3.2.3  Avaliação da toxicidade de doses repetidas por via oral em ratos Wistar 
(machos e fêmeas) através do teste sub-crônico de 90 dias. 
3.2.4  Avaliação da mutagenicidade e genotoxicidade através dos Testes de 
Ames (in vitro) e do Micronúcleo em camundongos Swiss (machos). 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 
4.1 Materiais 
4.1.1 Reagentes e solventes 
Acetato de sódio PA, ácido cítrico monohidratado, bicarbonato de sódio, 
cisteína,  citrato  de  sódio,  etileno-diamino-tetracetato  dissódico  (EDTA)  PA, 
fosfato  dibásico de sódio  P.A., fosfato monobásico  de  potássio  P.A.,  2N, 4-
nitro-o-fenilenodiamino, reagente de Folin e Xilol obtidos da Merck, Darmstadt, 
Alemanha.  
 Agar noble obtido da Difco Detroit, Estados Unidos. 
2-aminoantraceno, 9-aminoacridina, azida sódica, benzoil-arginil-ρ-nitro-
anilida (BAPNA), D-Biotina, D-fructose-6-fosfato, D-glicose, eosina, fosfato de 
-dinucletinamida  adenina  dinucleotídeo,  l-histidina, resina  ―Sephadex  G-10‖ 
obtidos da Sigma Chemical Co, St. Louis, MD, Estados Unidos. 
Acido acético P. A., carbonato de sódio, cloreto de magnésio, cloreto de 
potássio,  cloreto  de  sódio,  formaldeído,  fosfato  hidrogênio  disódico  P.A., 
hidróxido de sódio, metanol P.A., Peróxido de Hidrogênio 30%, sulfato de cobre 
penta-hidratado, sulfato de magnésio P.A. obtidos da Synth-labsynth Prod. 
Lab., Diadema, SP, Brasil.  
Agar, glicose P.A., Giemsa desidratada obtidos da  Reagen-Quimibrás, 
Rio de Janeiro, RJ, Brasil. 
Azul de metileno segundo Giemsa, eosina (Azul de metileno segundo 
May Grunwald) obtidos da Sciavicco Comércio e Indústria Ltda., BH, MG, 
Brasil. 
Caldo nutriente n° 2 Oxoid LTD fornecidos da Basinstake, HÁ, England). 
Ciclofosfamida  200  mg  (Genuxal
®
)  da  Baxter  Oncology,  Frankfurt, 
Germany. 
Dopaser 
®
 Xilasina 2 % obtidos dos Laboratórios Calier S.A., Barcelona, 
Espanha. 
Hematoxilina  cristal  fornecidos  pela  Vetec  Química  Fina  Ltda,  Rio  de 
Janeiro, RJ, Brasil. 
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Gardenal (fenobarbital 200 mg) da Rhodia Farma LTDA, São Paulo, SP, 
Brasil. 
Ketamina 10% da Cespo Indústria e Comércio Ltda, Jacareí, São Paulo, 
Brasil. 
Kit ApoTag
®
 Peroxidase In Situ Apoptosis Detevtion Kit S7100 Obtido da 
Chemicom International Estados Unidos. 
Kit para análises bioquímicas  da Synermed
®
 Produzido por: Synermed 
International  Inc.  USA;  Distribuido  por:  Synermed  do  Brasil  Rua  Cincinato 
Braga, n° 59-CJ A2 - Térreo-Bela Vista - São Paulo. 
Mitomicina C 5 mg/frasco-ampola (Mitomicin 
®
) da Kyowa hakko Kogyo 
co - Ltd. Japão.  
Óleo de rícino da Indústria Farmax, Divinópolis, Minas Gerais - Brasil. 
Sulfato de magnésio PA, sulfato de magnésio  obtidos da Vetec Química 
fina LTDA, Rio de janeiro, RJ, Brasil. 
 
4.1.2. Biológicos 
4.1.2.1. Animais 
Todos os protocolos experimentais utilizando animais foram aprovados 
pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal (CETEA) da UFMG, Protocolo 
nº 91/09 (em Anexos). 
Camundongos  Swiss  machos,  ratos  Spreagle-Dawley  machos 
fornecidos pelo Centro de Bioterismo do ICB/UFMG. 
Ratos Wistar (fêmeas e machos), fornecidos pelo Centro de Bioterismo 
da Faculdade de Farmácia da Universidade de Minas Gerais (UFMG). 
 
4.1.2.2. Bactérias 
Cepas de bactérias de Salmonella typhimurium TA 97, TA 98, TA 100 e 
TA  102  cedidas  pelo  Prof
o
.  Joao  Paulo  Viana  Leite  do  Departamento  de 
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Bioquímica  e  Biologia  Molecular  da  Universidade  Federal  de  Viçosa,  MG, 
Brasil. 
 
4.1.3. Equipamentos 
Agitador magnético modelo 252 da Fizatron Equipamentos Elétricos para 
Laboratório, São Paulo, SP, Brasil. 
Analisador automático de hematologia da Abacus
 
Junior Vet da Diatron 
Ind. e Com. de aparelhos de medição LTDA, São Paulo, SP, Brasil. 
Analisador bioquímico marca COBAS MIRA PLUS
®
 da Roche 
Diagnóstica Brasil LTDA, São Paulo, SP, Brasil. 
  Balança  eletrônica  analítica  modelo  MT-200  da  Metter  Micronal 
Instrumentos S/A, São Paulo, SP, Brasil. 
  Banho Maria calibrado a 37°C da Fanem, São Paulo, Brasil. 
  Câmera digital  marca SONY DSC-W120, cyber-shot, 7,2 mega pixels. 
Capela com fluxo laminar de ar ultra-filtrado da Veco do Brasil Ind. & 
Com. de Equipamentos, Campinas, SP, Brasil. 
  Centrífuga refrigerada de média rotação, modelo Z252MK, equipada com 
rotor modelo 220.87.V01 da Hemle Labortechnik, Gosheim, Alemanha. 
Coletor de frações modelo FRAC-1000, registrador modelo REC 102, 
unidade de detecção UV modelo UV-1 e bombas modelo P-500 da Pharmacia 
LKB, Uppsala, Suécia. 
Colunas cromatográficas de vidro, medindo 40,0 x 2,5 cm e 100,0 x 5,0 
cm da Pharmacia LKB, Uppsala, Suécia. 
  Deionizador  de  água  por  meio  de  osmose  reversa  da  Milipore 
Corporation, Bedford, EUA. 
  Espectrofotômetro de  duplo  feixe  para  faixa  UV  (ultra-violeta)  e  visível, 
modelo UV-150-02 da Shimadzu Corporation, Kyoto, Japão. 
  Fita adesiva da Scotch 845 Book Tape 2‖ x 540 (3M) Estados Unidos. 
  Gabinete Biotério STD do Grupo VIDY Taboão da Serra, SP, Brasil. 
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  Liofilizador modelo LI-5 acoplado à centrífuga tipo ―speed vac‖ da Incibrás 
Biotecnologia, São Paulo, SP, Brasil. 
  Medidor  de  pH  modelo  NT-PH2  da  Novatécnica  Equipamentos  para 
Laboratórios, Piracicaba, SP, Brasil. Equipado com eletrodo modelo V-620 C da 
Analion Aparelhos & Sensores Ind. & Com., Ribeirão Preto, SP, Brasil. 
  Microscópios ópticos da marca OLYMPUS CX4IRE e OLYMPUS BX41, 
FIL;  Nikon,  modelo  Alphaphot-2  YS2-T,  JAP/POL,  série  07197,  Studar
Lab
, 
Metrimpex, Hungria. 
  Refrigerador ajustado à temperatura de +4°C; freezer à temperatura de -
20°C  da onsul-Multibrás  Eletrodomésticos  S/A,  São Bernardo  do Campo, SP, 
Brasil. 
  Utra-sonicador modelo FS-28H da Fisher Scientific, Estados Unidos. 
 
4.1.4. Diversos 
Aparato para filtração esterilizante com policarbonato, com 47  mm de 
diâmetro, membranas de filtros de difluorido de polivinilidene 0,22 m e suporte 
metálico para filtro da Millipore Corporation, Bedford, MA, Estados Unidos. 
Agulhas  e  seringas  descartáveis  da  Injex  Indústrias  Cirúrgicas  Ltda, 
Ourinhos, Brasil. 
Barras  magnéticas  da  Fizatron,  Equipamentos  Eletrônicos  para 
Laboratórios, São Paulo, SP, Brasil. 
Béqueres,  Ehrlenmeyers,  Funis,  Pipetas  graduadas,  Provetas, 
Quitassatos, Balões volumétricos da Pyrex
®
, Cidade do México, México. 
Câmera umedecida 
  Cubetas de poliestireno e de quartzo com 1,0 cm de largura da Shimadzu 
Corporation, Kyoto, Japão. 
Lâmina de  bisturi 11  BD fornecida pela Hualyin Medical Instruments 
Factory, Hualan-Jiangsu, China. 
  Lâminas e lamínulas para microscopia 25,4 x 76,2 mm da Solidor
®
, Médico 
Industries & Trade Co. Ltd., Shijiazhuang, China. 
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  Lâminas de vidro silanizadas (Sigma, A-3648). 
Material cirúrgico (Pinças e tesouras) (Procare – Cirúrgica). 
Membranas filtrantes de éster celulose, com 0,45 µm de diâmetro de poro 
da Millipore Corporation, Bedford, MA, EUA. 
Membrana para ultrafiltração com diâmetro do poro de 10 kDa da Amicon 
Inc., MA, Estados Unidos. 
Pipetadores automáticos com capacidade máxima de 2, 20, 200 e 1000 
µL, acompanhados de ponteiras de polipropileno da Gilson Sas, França. 
Placas  de  Petri  da  Vidrolabor-Thermex  Astra  Brasil  Ind.  Vidros,  F. 
Vasconcelos, SP, Brasil. 
Programa estatístico Graph Pad Prism 5 da Graph Pad Software, Inc., San 
Diego, CA, EUA.  
Transiluminador com luz fluorescente para visualização de géis da EMB, 
Brasil. 
Tubos de ensaio com 14 x 1 cm de dimensões e coluna de vidro 40,0 x 2,5 
cm da Vidrolabor-Thermex Astra Brasil Ind. Vidros, F. Vasconcelos, SP, Brasil. 
Tubos de polipropileno, com fundo cônico, de 15 e 50 mL de capacidade e 
dotados  de  tampa  rosqueável  da  Quimex  Corning  Incorporated,  New  York, 
Estados Unidos. 
Tubos tipo  ―eppendorf‖ com capacidade para 0,5 e 1,5 mL da Bio-Rad 
Laboratories, Hercules, California, Estados Unidos.  
 
4.1.5. Soluções 
 
4.1.5.1. Soluções utilizadas na obtenção das frações bioativas do látex 
 
Tampão de sódio 1,0 M pH 5 
Acetato de sódio ....................................................................................136,08 g 
Água destilada q.s.p. ........................................................................1000, 00 mL 
 




26 
 
Solução de EDTA 500,00 mM 
EDTA.........................................................................................................37,22 g 
Água destilada q.s.p..................................................................................200 mL 
Dissolução do EDTA em 180 mL seguido de ajuste do pH para 7,4 com NaOH . 
 
Solução de cisteína 200,00 mM: 
Cisteína......................................................................................................12,10 g 
Água destilada q.s.p. ..........................................................................…..500 mL 
 
Tampão de ativação 
Cisteína 200 mM ....................................................................................20,00 mL 
EDTA 500 mM .................................................................................…….4,00 mL 
DTT.................................................................................….........................0,16 g 
Tampão acetato de sódio 1 M (pH 5,0) q.s.p........................................200,00 mL 
 
4.1.5.2. Soluções utilizadas na caracterização bioquímica de P1G10 
 
Método Lowry-Folin (Solução A) 
Carbonato de sódio .................................................................................... 2,00 g 
Solução de NaOH 0,1 M q.s.p. ........................................................... 100,00 mL 
 
Método Lowry-Folin (Solução B) 
Sulfato de cobre pentahidratado. ............................................................... 0,50 g 
Solução 1% de citrato de sódio q.s.p. ................................................... 10,00 mL 
 
Método Lowry-Folin (Solução C) 
Solução A .............................................................................................. 50,00 mL 
Solução B ................................................................................................ 1,00 mL 
 
Método Lowry-Folin (Solução D) 
Reagente de Folin ................................................................................. 10,00 mL 
Água destilada q.s.p. ...........................................................................100,00 mL 
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Solução de ácido acético 60 % (v/v) 
Ácido Acético PA ................................................................................. 0,60 mL 
Água destilada q.s.p. ...............................................................................1,00 mL 
 
Solução NaOH 1,0 M 
Hidróxido de sódio...................................................................................... 4,00 g 
Água destilada q.s.p. .......................................................................... 100,00 mL 
A partir da diluição desta solução foi obtida a solução NaOH 0,1 M. 
 
Tampão de incubação 
Cisteína 200 mM ..................................................................................... 0,75 mL 
EDTA 500mM ......................................................................................... 0,12 mL 
BAPNA 100 mM ..................................................................................... 90,00 µL 
Tampão fosfato 25 mM pH 8,0 q.s.p. .................................................... 30,00 mL 
 
Tampão fosfato 25 mM pH 8,0 
Fosfato dibásico 0,2 M .......................................................................... 35,50 mL 
Fosfato monobásico 0,2 M ...................................................................... 1,98 mL 
Água destilada ...................................................................................... 37,50 mL 
 
4.1.5.3. Soluções utilizadas na determinação da toxicidade aguda e sub-
crônica de P1G10 
 
Solução anestésica 
Ketamina 10 % ...................................................................................... 10,00 mL 
Xilasina 2% ............................................................................................ 7,50 mL 
 
Solução de EDTA 10 % 
EDTA .......................................................................................................... 1,0 g 
Solução salina 0,9% q.s.p. ................................................................... 10,00 mL 
 
Solução Formol 10 % tamponado 
formaldeído 37% .......................................................................................100 mL 
Água Destilada...........................................................................................900 mL 
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Fosfato de sódio monobásico..................................................................... 4,50 g 
Hidróxido de sódio ..................................................................................... 3,60 g 
 
Solução salina (NaCl 0,9% p/v) 
Cloreto de sódio ......................................................................................... 9,00 g 
Água destilada q.s.q. ........................................................................ 1000,00 mL 
 
Solução de PBS 
Na2HPO4.......................................................................................... 2875,00 mg 
KH2PO4.............................................................................................. 910,00 mg 
NaCl..................................................................................................... 205,00 mg 
KCl......................................................................................................... 50,00 mg 
Completar o volume para........................................................................ 2500 mL 
 
Solução de H
2
O
2
 (3%) 
Peróxido de hidrogênio 30% ................................................................. 10,00 mL 
Completar o volume com solução de PBS ............................................. 100 mL. 
 
4.1.5.4. Soluções utilizadas no Teste de Ames 
 
Agar mínimo 
Agar ......................................................................................................... 15,00 g 
Solução salina Vogel-Bonner (50 x)...................................................... 20,00 mL 
Glicose 40% .......................................................................................... 50,00 mL 
Água destilada q.s.p. .........................................................................1000,00 mL 
Esterilizado por autoclavação a 120
o
 C durante 30 min. 
 
Agar Nutriente 
Agar ......................................................................................................... 15,00 g 
Oxóide n
o
 2 .............................................................................................. 25,00 g 
Água destilada q.s.p. ........................................................................ 1000,00 mL 
Esterilizado por autoclavação a 120
o
 C durante 30 min. 
 
Agar de superfície com traços de histidina/biotina 
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Bacto Agar purificado ................................................................................. 6,00 g 
Cloreto de sódio PA ....................................................................................5,00 g 
Solução de histidina/biotina (0,5 mM) ................................................. 100,00 mL 
Água destilada q.s.p. .........................................................................1000,00 mL 
Esterilizado por autoclavação a 120
o
 C durante 30 min. 
 
Caldo nutriente 
Oxóide n
o
 2 .............................................................................................. 25,00 g 
Água destilada q.s.p. ........................................................................ 1000,00 mL 
Esterilizado por autoclavação a 120
o
 C durante 30 min. 
 
Mistura para fração S9: metabolismo oxidativo 
Homogenato de fígado de rato ............................................................... 2,00 mL 
Solução salina de Cloreto de magnésio e Cloreto de potássio .............. 1,00 mL 
Solução de glicose-6-fosfato ................................................................... 0,25 mL 
Solução de NADP 0,10 M ....................................................................... 2,00 mL 
Tampão fosfato 0,20 M (pH 7,4) ........................................................... 25,00 mL 
Água destilada q.s.p. ............................................................................ 50,00 mL 
 
Solução Cloreto de magnésio/Cloreto de potássio para S9 
Cloreto de potássio PA ............................................................................ 61,50 g 
Cloreto de magnésio PA .......................................................................... 40,70 g 
Água destilada q.s.p. .......................................................................... 500,00 mL 
Esterilizado por autoclavação a 120
o
 C durante 30 min. 
 
Tampão de Fosfato de sódio 0,2 M pH 7,4 
Fosfato dihidrogênio de sódio 0,20 M .................................................. 60,00 mL 
Fosfato hidrogênio de disódio 0,20 M q.s.p. ....................................... 500,00 mL 
O  pH  deve  ser  ajustado  com  NaOH  1,00  M  para  7,4.  Esterilizado  por 
autoclavação a 120
o
 C durante 30 min. 
 
Solução de glicose 40% 
Glicose PA................................................................................................ 40,00 g 
Água destilada q.s.p. .......................................................................... 100,00 mL 
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Esterilizado por filtração em membrana com porosidade absoluta de 0,22 m. 
 
Solução de Glicose-6-fosfato 
Glicose-6-fosfato ........................................................................................ 2,82 g 
Água destilada q.s.p. ............................................................................ 10,00 mL 
Esterilizado por filtração em membrana com porosidade absoluta de 0,22 m. 
 
Solução de Fosfato de nicotinamida adenina dinucleotídio (NADP) 0,10 M 
NADP .................................................................................................. 385,00 mg 
Água destilada q.s.p. .............................................................................. 5,00 mL 
Esterilizado por filtração em membrana com porosidade absoluta de 0,22 m. 
 
Solução de Histidina/biotina 0,5 mM 
D-biotina .................................................................................................. 0,90 mg 
L-histidina-HCl .................................................................................... 240,00 mg 
Água destilada q.s.p. .......................................................................... 250,00 mL 
Esterilizado por autoclavação a 120
o
 C durante 30 min. 
 
Solução de KCl 3,00 M 
Cloreto de potássio................................................................................... 11,20 g 
Água miliQ q.s.p. .................................................................................. 50,00 mL 
 
Solução salina Vogel-Bonner E (50X) 
Sulfato de magnésio ................................................................................ 10,00 g 
Ácido cítrico monohidratado .................................................................. 100,00 g 
Fosfato de potássio dibásico (anidro) .................................................... 500,00 g 
Fosfato de amônio de sódio PA.............................................................. 175,00 g 
Água destilada q.s.p. .......................................................................... 700,00 mL 
Esterilizado por autoclavação a 120
o
 C durante 30 min. 
 
4.2 Métodos 
 
4.2.1 Obtenção das frações bioativas do látex  
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O látex exsudado foi coletado a partir de várias incisões, com cerca de 
0,2  cm  de  profundidade,  no  epicarpo  de  frutos  imaturos  da  espécie Carica 
candamarcensis,  com  posterior  coleta  em  tubos  de  polipropileno  e 
armazenamento em temperatura de -20°C. Posteriormente o látex foi liofilizado 
e armazenado novamente na temperatura mencionada. 
Para  a  separação  cromatográfica,  foram  dissolvidos  20  g  do  látex 
liofilizado em 100 mL de tampão de ativação. A mistura foi agitada durante 30 
min e centrifugada a 9.000 g durante 10 min a 4ºC. O sobrenadante foi filtrado, 
sendo  repetido  o  procedimento  descrito  acima  com  o  resíduo  e  30  mL 
adicionais de tampão de ativação. 
Os sobrenadantes obtidos foram agrupados (aproximadamente 130 mL) 
e submetidos à cromatografia em uma coluna de gel de filtração Sephadex G-
10. Equilibrada a coluna, a amostra foi eluída com tampão acetato de sódio 1M 
e  as  amostras  obtidas  foram  analisadas  por  espectrofotometria,  em 
absorbância  de  280  nm.  As  frações  que  formaram  o  primeiro  pico  de 
absorbância (P1G10) foram agrupadas,  concentradas e lavadas  com  água 
deionizada utilizando um sistema de ultrafiltração (membrana de 10.000 Da), 
sendo posteriormente liofilizadas (Silva et al., 2003). 
O procedimento descrito foi realizado 36 vezes com o objetivo de obter 
quantidade de amostra necessária para a realização das avaliações propostas. 
O material liofilizado, resultante das 36 extrações, foi agrupado e armazenado 
em freezer – 20 °C. 
 
4.2.2. Caracterização bioquímica de P1G10 
  A determinação da concentração protéica total (item 4.2.2.1) e atividade 
proteolítica específica (4.2.2.2) das amostras de P1G10 foram realizadas como 
parâmetros para caracterização do ―pool‖ de frações obtidos das 36 extrações 
de P1G10. Todas as metodologias para obtenção e caracterização de P1G10 
foram realizadas no Laboratório de Biologia Molecular de Produtos Naturais, 
Departamento de Bioquímica e Imunologia, ICB, UFMG. 
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4.2.2.1. Determinação da Concentração Protéica 
Em  triplicata,  foram  incubadas  alíquotas  entre  30  µL  de  amostras  de 
soluções de P1G10, completando o volume para 1 mL com a solução C para 
aplicação do método de Lowry-Folin. Após 10 min em temperatura ambiente, 
foram acrescentados  100 µL  da solução  D, aguardando-se 30 min para a 
determinação da absorbância em comprimento de onda de 750 nm. A proteína 
lisozima foi utilizada para construção da curva padrão (Dawson et al., 1995). 
 
4.2.2.2. Determinação da atividade proteolítica 
  As atividades proteolíticas das amostras de P1G10 foram determinadas 
através da medida da atividade amidásica em substrato sintético BAPNA. Em 
triplicata, 10 μg das frações foram incubados a 37°C com 0,1 mL de tampão de 
incubação. Após surgimento de uma cor amarelo-clara, a reação foi paralisada 
com  60  μl  de  solução  de  ácido  acético  60%  (v/v).  A  determinação  da 
concentração  molar  de  para-nitro-anilida  liberada  (quantidade  de  produto 
formado) foi feita através da densidade ótica em 405 nm e sua relação com o 
coeficiente de extinção molar desta substância, que é 8800 M
-1 
cm
-1
 (Baeza, 
Correa  &  Salas,  1990).  A  atividade  amidásica  específica foi  expressa  em 
concentração molar de produto formado por unidade de massa da enzima em 
um determinado tempo, mais especificamente, nM produto formado x min
-1
 x 
μg
-1
 enzima (Silva et al., 2003). 
  Todos  os  resultados dos  testes  da  caracterização  bioquímica  foram 
realizados com amostras em triplicatas e os resultados expressos como médias 
± desvio padrão  das médias e  as  análises estatísticas  foram realizadas por 
meio do Teste ANOVA (pos-test Bonferroni p<0,05). 
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 4.3. Determinação da toxicidade aguda 
 
Figura  2: Fluxograma do Teste  das Doses Fixas  (TDF) –  Teste proposto  pela 
OECD através do protocolo 420. 
O  teste  realizado  está  em  acordo  com  o  protocolo  420 –  Teste  das 
Doses  Fixas  (2001)  para avaliação  da  toxicidade  aguda  estabelecido pela 
―Organization  for  Economic  Co-peration  and  Development‖  (OECD).  As  vias 
escolhidas foram intraperitoneal (i.p.), intravenosa (i.v.) através da veia caudal 
e oral (v.o.) por gavagem. 
Foram utilizados 15 (5/dose) ratos Wistar por via de administração(i.p., 
i.v. e v.o.), fêmeas, com idade de 8 a 9 semanas, provenientes do biotério da 
Faculdade  de  Farmácia da  UFMG, divididos  em 3 grupos de 5,  sendo  dois 
grupos  teste  e  um  controle.  Os  animais  foram  submetidos  às  seguintes 
condições ambientais: temperatura de 23 ± 2 °C, umidade de 50 a 60%, ciclo 
claro-escuro de 12 h (07:00-19:00),  em gabinete Vidy

, em caixas de PVC, 
sendo  alimentados  com  ração  do  mesmo  lote  em pellet  e  água  potável  ad 
libitum. Esses animais foram climatizados por 5 (cinco) dias às condições do 
laboratório antes de iniciar o experimento. 
Após  esse período, os  tratamentos foram feitos  de acordo com  a  via 
escolhida. Os grupos controle receberam o veículo, solução de cloreto de sódio 
0,9% nos volumes de 100 µL (i.p. e  i.v. ) e 500 µL (v.o.)  . Nos grupos testes a 
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administração se iniciou com a dose máxima de 2.000 mg/kg de P1G10 para 
v.o. e 50 mg/kg para as vias i.p. e i.v.. Como houve óbito de mais de 1 animal 
por grupo, a avaliação seguiu de maneira seqüencial para as doses de 300 
mg/kg para a v.o (Figura 2) e 5 mg/kg para i.p. e i.v.. 
Após administração das doses os animais (grupo controle e grupo teste) 
foram observados nos tempos de 15, 30, 45, 60 min e a cada hora até a 12ª 
hora  no  primeiro  dia  quanto  aos  seguintes  sinais:  contração  abdominal, 
tremores,  pêlos  arrepiados,  convulsão,  paralisia,  tônus  muscular, 
comportamento  (agitação  ou  apatia  e  isolamento)  ou  qualquer  outro  sinal 
clínico e morte. O período de observação dos animais, após administração das 
doses, foi de mais 14 dias (8:00 e 16 h – duas vezes/dia) com fornecimento de 
alimento  e  água  ad  libitum. Todos  os sinais observados  foram  anotados  e 
classificados  de  acordo com a  intensidade  dos efeitos da seguinte forma: 
ausente  (-);  levemente  aumentado  ou  presente  (+);  moderadamente 
aumentado (++) e intensamente aumentado (+++). 
 Após 14 dias os animais  foram eutanasiados por decapitação  e os 
órgãos (coração, pulmões, estômago, intestino delgado, fígado, baço  e rins) 
foram retirados para as análises macroscópicas e histopatológicas. Fatias de 
aproximadamente 0,5 cm de espessura, tendo o cuidado de que esses cortes 
fossem de áreas sugestivas de alterações previamente identificadas no exame 
macroscópico,  foram  realizados.  Essas  amostras  foram  conservadas  em 
solução  de  formalina  10%  tamponado  e  o  exame  histopatológico  realizado, 
após a fixação dos cortes  e inclusão em parafina, através da coloração por 
hematoxilina eosina. 
 
4.4. Determinação da toxicidade sub-crônica  
Este teste foi realizado em acordo com o protocolo 408 da OECD (1998), 
sendo utilizados ratos Wistar, machos e fêmeas, com + 8 semanas de idade e 
com variação de ± 20% de peso corporal que foram divididos em grupos de 10 
por sexo em gaiolas contendo 5 animais, separados de forma aleatória para os 
diferentes tratamentos (somatório de 20 animais por dose do tratamento). Os 
animais foram mantidos em gabinete biotério, sob controle de temperatura (25 
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+ 2° C), umidade (50-60%) e submetidos a ciclo claro e escuro de 12/12 h, com 
ração e água ad libidum durante 14 dias para ambientalização. 
Os tratamentos foram realizados por v.o. diariamente durante 90 dias, 
sendo que  os  grupos controles  receberam  o veículo (água), e os  tratados 
receberam P1G10 nas doses de 10, 50, 100 mg/kg (n=10) e 300 mg/kg (com 
número reduzido de animais n=5). Simultaneamente ao teste, um grupo satélite 
com  5  animais  de  cada  sexo  recebeu  P1G10  na  dose  de  100  mg/kg 
diariamente, durante 90 dias e permaneceu sem tratamento por mais 30 dias 
com o objetivo de verificar a reversão de um possível quadro tóxico. 
 Durante todo teste foram realizadas, semanalmente, medidas de peso 
corporal (individual) e consumo de ração por gaiola. O consumo de água foi 
medido  quinzenalmente  para  construção  do  gráfico.  Ao  final  do  período 
experimental  (90  dias)  os  animais  foram  anestesiados  com  a  mistura  de 
xilazina 2% e cetamina 10 %, por via i.p., as cavidades abdominais e torácicas 
foram  expostas  e  amostras  de  sangue  foram  coletadas  com  e  sem 
anticoagulante  (EDTA 10%) através da  veia  cava caudal.  Os animais  foram 
eutanaziados por hipovolemia com a retirada do sangue circulante e os órgãos 
(coração, pulmões, estômago, intestino delgado, fígado, baço e rins) retirados 
para  as  análises  macroscópica  e  histopatológica  de  acordo  com  o 
procedimentos a seguir: Exame macroscópico dos órgãos inteiros; Fatias de 
aproximadamente 0,5 cm de cada órgão, tendo o cuidado de que esses cortes 
fossem de áreas sugestivas de alterações previamente identificadas no exame 
macroscópico. Estes cortes foram conservados em solução de formalina 10% 
tamponada. A realização do exame histopatológico, após a fixação dos cortes 
dos  órgãos  e  inclusão  em  parafina,  através  de coloração  pelo  método  da 
hematoxilina eosina (HE). 
 
 
4.4.1. Análises hematológicas 
O hemograma foi realizado logo após a coleta de aproximadamente 2 
mL de sangue com anticoagulante (EDTA 10%) em analisador automático de 
hematologia do Laboratório de Patologia Clínica, da Escola de Veterinária da 
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UFMG.  Os  seguintes  parâmetros  foram  obtidos:  número  de  leucócitos, 
plaquetas, hemácias e hemoglobina. A partir desses dados foram calculados: 
volume  corpuscular  médio  (VCM),  hemoglobina  corpuscular  média  (HCM)  e 
concentração  da  hemoglobina  corpuscular  média  (CHCM).  Além  disso,  o 
hematócrito  foi  determinado  pela  centrifugação  de  micro-hematócrito 
preenchido com ¾ de sangue e selado com massa de modelar (microcentrífuga 
Fanem
®
 241), com a leitura sendo realizada em cartão específico para este fim. 
Para  a  realização  da  contagem  diferencial  de  granulócitos,  linfócitos  e 
monócitos  foram  feitos  esfregaços  de  sangue,  corados  pelo  método 
Maygrunwald-Giensa e avaliados em microscópio óptico. 
 
4.4.2. Análises bioquímicas 
O  sangue  coletado,  aproximadamente  4  mL  sem  anticoagulante  foi 
mantido em temperatura ambiente  até a  formação de coágulo (45 min)  e, 
então,  centrifugado  por  10  min  a  4000  rpm.  Em  seguida,  o  soro  obtido  foi 
armazenado a – 20°C até o momento da análise por meio do autoanalisador 
bioquímico  do  Laboratório  de  Patologia  Clínica  da  Escola  de  Veterinária  da 
UFMG,
 
utilizando-se kits comerciais Synermed
®
. Foram determinados os níveis 
séricos  de  glicose,  triglicérides,  albumina,  proteínas  totais,  creatinina,  uréia, 
bilirrubina  total  (BT),  calcio  e  das  enzimas:  alanina  aminotransferase  (ALT), 
aspartato  aminotransferase (AST), fosfatase  alcalina  (FOAL),  creatina-cinase 
(CK) e gama glutamil transpeptidase (GGT). 
 
4.3. Avaliação da apoptose 
  Para  análise  de  apoptose  foram  feitos  cortes  do  fígado  dos 
animais que receberam as doses de 10, 50, 100 e 300 mg/kg de P1G10 por 90 
dias, além do controle negativo, que foram fixados em lâminas silanizadas. Os 
fragmentos de tecido foram processados rotineiramente, incluidos em parafina 
e seccionados a 5µm para a realização de coloração através da Técnica do 
TUNEL. 
Para a técnica do TUNEL, as lâminas contendo os cortes passaram por 
2 banhos de xilol por 5 min cada. A seguir, os cortes foram desidratados em 
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banhos de etanol, sendo dois banhos em álcool absoluto por 5 min cada, e 
banhos sucessivos, de 3 min, em álcool 95%, 90%, 80% e 70%. Os cortes, 
então, foram lavados em PBS. 
Para  permitir  a penetração do tampão  contendo TdT e  nucleotídeos 
marcados, as lâminas foram imersas em Tampão Citrato, pré aquecido, por 5 
min e, posteriormente, aplicada a Proteinase K (2mg/ml) diluída em Tris 10mM 
na proporção 1:100 durante 20 min, sendo em seguida, lavadas uma vez com 
PBS. 
Para  o  bloqueio  da  peroxidase  endógena  do  corte,  utilizou-se  o 
peróxido  de  hidrogênio  a  30  vol.  diluído  em  metanol  na  proporção  de  1:10 
durante 5 min, sendo em seguida, lavado com PBS. O excesso da solução ao 
redor do  corte foi removido  e  as  lâminas foram cobertas com  tampão de 
equilíbrio por 10 min. Aplicou-se 60µl de enzima TdT diluída (57µl de Labeling 
Reaction  Mix  adicionada  a  3µl  de  enzima  TdT)  em  cada  corte,  sendo, 
posteriormente, cobertos com protetores plásticos (quadrados de Parafilm) e 
incubados em  câmara  úmida  a 37°C,  durante  12 h.  Após  esse  período, o 
protetor  plástico  foi  removido,  os  cortes  lavados  com PBS  e  cobertos  com 
100µl de tampão de parada por 5 min à temperatura ambiente. Em seguida, os 
cortes foram novamente lavados com PBS e cobertos com 100 µl de tampão 
de  bloqueio  durante 10  min  à temperatura ambiente. Foi feita  a  diluição  do 
conjugado em tampão de bloqueio na proporção de 1:50 que foi utilizado para 
cobrir os cortes (100µl) por 45 min, em câmara úmida, à temperatura ambiente. 
Na seqüência os cortes foram novamente lavados com PBS. 
Para revelar a reação, os cortes foram cobertos com 100µl da solução 
de DAB, por 15 min, à temperatura ambiente, seguido de lavagem com água 
destilada.  Os  cortes  foram  submetidos  à  contra-coloração  com  Metil  Green 
0,5%,  durante  20  min,  a  temperatura  ambiente.  Posteriormente,  os  cortes 
foram  desidratados  em  2  banhos  em  álcool  absoluto  e  1  banho  em  xilol 
(metodologia  de  acordo  com  o  Kit  ApoTag
®
  Peroxidase  In  Situ  Apoptosis 
Detection Kit S7100). 
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4.4.4. Análises estatísticas 
Foram  aplicados  o  programa  Shapiro  para  avaliar  a  normalidade  dos 
grupos,  Teste  ANOVA  pós  teste  Newman-Keuls  para  resultados  com 
distribuição normal e Kruskal-Wallis para grupos com distribuição não normal. 
O nível de signifcância considerado foi de 5 % (p < 0,05). 
 
4.5 Testes de mutagenicidade e genotoxicidade 
4.5.1 Teste de Ames 
4.5.1.1 Cultivo das cepas de Salmonella typhimurium 
As linhagens de TA 97, TA 98, TA 100 e TA 102, mantidas a - 80° C 
foram descongeladas e 10 µL da suspensão bacteriana diluídos em 1 mL de 
caldo nutriente e deixadas por um período de 12-18 h, sob agitação (100 rpm) 
a 37°C e ao abrigo da luz. Um volume de 100 µL da suspensão bacteriana foi 
espalhado sobre uma placa de agar nutritivo contendo histidina e biotina. A 
placa foi, então, incubada em estufa a 37°C por 48 h e observada a formação 
das colônias. Após este tempo, retirou-se uma colônia das placas que  foi 
suspensa em caldo nutriente e incubada a 37° C sob agitação, por 12-18 h. 
Todas as etapas foram feitas em ambiente estéril. 
 
4.5.1.2 Preparo do extrato hepático contendo o redutor enzimático S9 
Para o preparo do extrato hepático S9, ratos Spreagle-Dawley, machos, 
foram pesados e receberam 30 mg/kg de fenobarbital por via i.p. no primeiro e 
terceiro dias, e 50 mg/kg no segundo dia, junto com β-naftoflavona (80 mg/kg). 
Após dois dias do último tratamento, os animais foram sacrificados, o fígado 
retirado  e  homogeneizado  com  solução  de  KCl  1M  (3  mL/10  g  de  fígado), 
sendo  centrifugado  a  10.000  g  a  4°  C  por  40  min.  O  sobrenadante  foi 
aliquotado em criotubos de 1,50 mL e congelado a - 80° C. 
 
4.5.1.3 Teste 
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Para  os  testes,  na  ausência  de  S9,  foram  utilizados  como  controle 
positivo,  azida  sódica  (5  µg/pl)  para  a  linhagem  TA  100,  4-nitro-o-
fenilenodiamino (2,5 μg/placa) para TA 98, 9-aminoacridina (50 μg/placa ) para 
TA 97   e a mitomicina C (5 µg/pl) para a linhagem TA 102. Para todas as 
linhagens testadas, na presença do indutor microssomal, fração S9, foi usado 
2-aminoantraceno (5 μg/placa) como controle positivo. O controle negativo foi 
água deionizada utilizada no preparo das amostras. Todas as amostras foram 
avaliadas em triplicatas. 
Para  a  confecção  das  placas  foram  adicionados  100  µL  da  cepa 
bacteriana, com e sem 500 µL de S9 e 200 µL do controle positivo, controle 
negativo  ou  P1G10  (0,1,  1  e  10  mg/mL)  em  500  µL  de  ágar  de  superfície 
suplementado  com  traços  de  histidina  e  biotina  (0,005  µM/mL).  Após  a 
aplicação das amostras, as placas foram mantidas em estufa a 37°C por 48 h. 
Os  resultados  foram  obtidos  pela  contagem  das  colônias  que  sofreram 
reversão nas placas (Maron & Ames, 1983; revisto por Mortelmans  et al., 
2000). 
Além das análises estatísticas foi calculada a Razão de Mutagenicidade 
(RM)  através  da  razão  entre  o  número  de  reversões  do  teste  e  o  controle 
negativo. 
 
4.5.2 Teste do Micronúcleo 
Para realização do teste foram utilizados camundongos Swiss, machos, 
com + 4 semanas de idade, pesando 35 g (com variação máxima de 20%). 
Inicialmente  foi  determinada  a  dose  máxima  tolerada  de  P1G10  em 
camundongos, de acordo com o item 4.3, no entanto avaliando somente o fator 
morte (TAC) empregando as doses de 20 e 10 mg/kg pelas vias i.p e i.v. (n=3). 
Após a determinação da dose máxima tolerada, foi escolhida a via i.p. para a 
realização do teste do Micronúcleo devido à facilidade de administração, uma 
vez que os resultados foram similares para ambas as vias. 
 
4.5.2.1 Teste 
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Os animais foram distribuídos aleatoriamente em grupos, sendo que o 
controle negativo recebeu o veículo (óleo de rícino), o controle positivo recebeu 
ciclofosfamida 50 mg/kg e os grupos testes receberam P1G10 nas doses de 5 
mg/kg  e  10  mg/kg  em única  administração  (n=5) todos  i.p..  Após 36  h  os 
animais  foram  sacrificados  por  deslocamento  cervical  e  a  medula  óssea 
imediatamente retirada dos fêmures e tíbias utilizando 3 mL de soro fetal 
bovino e mantidos em banho de gelo. A suspensão foi centrifugada, por 5 min. 
a 1000 rpm e o sobrenadante descartado. O sedimento foi suspenso em 0,5 
mL de soro fetal bovino para o preparado de esfregaços em lâminas, sendo 
estes colocados em temperatura ambiente para secagem por 12 h e corados 
com  segundo  May-Grunwald-Giemsa  (1902).  Depois  de  seco,  o  material  foi 
analisado em microscópio óptico. 
Na contagem de micronúcleos os critérios usados para identificação 
foram:  tamanho,  forma  e  coloração.  O  resultado  do  teste  foi  dado  pela 
freqüência  de  eritrócitos  policromáticos  (PCEs)  micronucleados,  que  contêm 
pelo  menos  1  micronúcleo,  analisadas  em  2000  PCEs  por  animal  (Schmid, 
1973). 
 
4.5.3 Análises estatísticas 
As análises estatísticas foram feitas pelo Teste  ANOVA e  pós-teste 
Bonferroni (p< 0,05). 
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5. RESULTADOS 
 
5.1.  Obtenção  de  fração  cromatográfica  bioativa  do  látex  de  Carica 
candamarcensis 
 
O processo de obtenção de P1G10 foi realizado conforme descrito no 
item  4.2.1.  A  partir  de  20  g  do  látex  liofilizado  e  ativado  com  o  tampão  de 
ativação,  foi  possível  recuperar  em  torno  de  6,13  g  de  proteínas  após 
centrifugação  e eliminação  dos  resíduos  insolúveis,  sendo  essa  quantidade 
aplicada  em  coluna  de  gel  filtração  ―Sephadex  G-10‖.  Como  pode  ser 
observado na Figura 2, o perfil cromatográfico apresentou dois picos principais, 
denominados de P1G10 e P2G10 quantificadas espectrofotometricamente pela 
absorbância em 280 nm, sendo possível recolher em torno de 4,24 ± 1,16 g de 
P1G10.  
0 10 20 30 40
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Absorbância 280 nm

 
Figura 3: Perfil cromatográfico representativo do látex ativado após eluição em 
coluna “Sephadex G-10‖. O volume por fração foi de 5 mL e o fluxo de 0,25 mL/min. 
O perfil protéico foi determinado através de leitura em espectrofotometria em 280 nm.   
 
Após a definição dos protocolos experimentais para o desenvolvimento 
deste trabalho, foi  verificado que  seriam necessários  em torno de  150 g  de 
P1G10.  Diante  disso,  foram  realizados  36  procedimentos  de  purificação 
cromatográfica,  com  rendimento  médio  de  4,4  g  por  extração,  gerando  um 
quantitativo em torno de 158 g desta fração protéica. 
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Após  a  obtenção de todo  o quantitativo necessário de P1G10 para 
realização dos testes, as 36 amostras foram agrupadas sendo realizadas as 
análises de caracterização bioquímica para verificação do teor de proteínas e 
atividade amidásica específica. Essas análises foram realizadas antes e após o 
término dos testes toxicológicos (aproximadamente 12 meses) e, comparadas 
a  uma  amostra  tida  como  característica pelo  Laboratório  de  Bioquímica e 
Biologia  Molecular  de  Produtos  Naturais  do  Departamento  de  Bioquímica  e 
Imunologia, ICB, UFMG. De acordo com as análises estatísticas, não houve 
diferença  significativa  entre  o  ―pool‖  das  36  frações  antes  e após o  período 
experimental  em  relação  à  amostra  padrão  (p  <  0,05  ANOVA,  pós-teste 
Bonferroni) (Tabela 1). 
 
Tabela 1: Concentração protéica e atividade amidásica específica de P1G10. 
 
P1G10 
 

 
Concentração protéica 
(µg) 

 
Atividade amidásica específica 
(nM x min
-1
 x μg
-1
) 

 
Amostra referência 
 

 
20,40 ± 4,84 

 
30,91 ± 2,23 

“pool” de amostras 
pré-testes 
 

 
20,24 ± 5,54 

 
25,96 ± 3,54 

“pool” de amostras 
pós-teste 
(12 meses) 

 
17,33 ± 0,44 

 
24,27 ± 4,25 

A concentração de proteínas foi determinada pelo método de Lowry-Folin (item 4.2.2.1) e a atividade 
amidásica específica determinada com o substrato BAPNA (item 4.2.2.2). Os resultados obtidos foram 
apresentados como médias acompanhadas do desvio padrão (p < 0,05 ANOVA, pós- teste Bonferroni). 
―Pool‖ de amostras composto pela junção das 36 amostras e a dosagem protéica realizada a partir de 30 
µg de amostra de P1G10. 
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5.2. Avaliação da toxicidade aguda de P1G10 em ratos Wistar 
 
A toxicidade aguda da fração P1G10 foi determinada através do teste 
das doses fixas (TDF) por diferentes vias de administração, de acordo com o 
item 4.3. Os animais  tratados com as maiores doses de 50 mg/kg nas vias 
intraperitoneal (i.p.) e intravenosa (i.v.) e 2.000 mg/kg via oral (v.o.), morreram 
nas primeiras 4 h após a única administração (Tabela 2). Já os animais que 
receberam  as  doses  de  5;  5  e  300  mg/kg  de  P1G10  i.p.,  i.v.  e  v.o., 
respectivamente,  apresentaram  prostração  e  isolamento apenas  na  primeira 
hora, sem redução do peso e consumo de água e ração, verificados durante 14 
dias após administração(dados não mostrados). 
 
 
Vias 

Doses 
(mg/kg) 

T/M 

Intervalo 

Sinais clínicos 

i.p. 

 
Controle 

 
5/0 

 
- 

 
- 

 
50 

 
5/5 

 
15 min – 2 h 

 
Isolamento, escurecimento das extremidades, 
contorção abdominal (+++) e morte. 

 
5 

 
5/0 

 
0 – 1 h 

 
Isolamento e prostração 

 
 
 
i.v. 

 
Controle 

 
5/0 

 
- 

 
- 

 
50 

 
5/5 

 
15 min – 2 h 

 
Isolamento, escurecimento das extremidades, 
contorção abdominal (+++) e morte 

 
5 

 
5/0 

 
0 – 1 h 

 
Isolamento e prostração 

 
 
 
v.o. 

 
Controle 

 
5/0 

 
- 

 
- 

 
2.000 

 
5/5 

 
15 min. – 4 h 

 
Isolamento, escurecimento das extremidades 
contorção abdominal (+++) e morte 

 
300 

 
5/0 

 
0 – 1 h 

 
- 

 
i.p. (intraperitoneal), i.v. (intravenosa) e v.o. (via oral). T/M=número de animais tratados/ mortes, n = 05. 
Período de observação após administração única foi de  15, 30, 60 e a cada hora durante 12 horas e 
diariamente durante  14 dias.  Foi usado como  controle o  veículo (NaCl 0,9%). Classificação dos sinais 
observados: (-) ausente, (+) presente ou levemente aumentado, (++) moderadamente aumentado e (+++) 
intensamente aumentado. O intervalo apresentado refere-se ao início e duração dos sinais clínicos. 

Tabela 2: Toxicidade aguda de P1G10 em ratos Wistar 
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Na análise necroscópica dos animais tratados com P1G10 nas doses de 
50  (i.p),  50  (i.v)  e  2.000  mg/kg  (v.o.),  foi  observada  hemorragia  difusa  nos 
intestinos delgado e grosso, diafragma e estômago, como ilustrado na Figura 3. 
Vale observar que, após eutanásia dos animais que receberam as doses letais, 
foi  sacrificado  um dos animais  do  controle  negativo  para  que  se  fizesse  a 
comparação macroscópica dos órgãos. Os animais que receberam P1G10 nas 
doses  de  5  (i.p.);  5  (i.v.)  e  300  mg/kg  (v.o.)  não  apresentaram  qualquer 
alteração nos órgãos após 14 dias da administração única. 
 
 
 
Figura 4: Imagens ilustrativas do trato gastrintestinal após administração única 
com P1G10 na dose letal de 50 mg/kg (i.p.). A imagem (A) ilustra hemorragia focal 
(indicada pelas setas) e difusa de um dos animais tratados com dose letal de P1G10. 
Imagem (B) ilustra o estomago e porção do intestino delgado de um animal tratado 
comparado  ao  controle.  Intestino  delgado  controle  (IC),  estômago  controle  (EC), 
intestino delgado tratado (IT) e estômago tratado (ET). 
 
Na análise microscópica, foi observado que os animais tratados com as 
doses  de  50  mg/kg  de  P1G10  nas  vias  i.p.  ou  i.v.  e  2.000  mg/kg  v.o., 
apresentaram quadro hemorrágico idêntico em todas as vias com  hiperemia 
e/ou  hemorragia  focal  e/ou  difusa  no  rim,  estômago,  coração  e  intestino 
delgado, sem alterações nos demais órgãos avaliados (pulmão, fígado e baço). 
Nos animais tratados com as doses de 5; 5 e 300 mg/kg nas vias i.p., i.v. e v.o., 
respectivamente, não foram observadas quaisquer alterações histológicas após 
14 dias da administração única de P1G10 (Tabela 3 e Figuras 4 e 5). 
IC 

IT 

EC 

ET 

A 

B 





[image: alt]45 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabela 3: Achados histológicos nos órgãos após administração única de P1G10. 

Vias 

 
Dose 
(mg/kg) 

Coração 

Rim 

Estômago 

 
Intestino delgado 
 

i.p. 

Controle 

- 

- 

- 

- 

50 

Hiperemia 

Congestão 
na região 
cortical e 
medular 

Hemorragia 
recente 

Hiperemia da camada 
muscular e hemorragia da 
camada serosa 

5 

- 

- 

- 

- 

i.v. 

Controle 

- 

- 

- 

- 

50 

Hiperemia 

Congestão 
na região 
cortical e 
medular 

Hemorragia 
recente 

Hiperemia da camada 
muscular e hemorragia da 
camada serosa 

5 

- 

- 

- 

- 

v.o. 

Controle 

- 

- 

- 

- 

 
2.000 

Hiperemia 

Congestão 
na região 
cortical e 
medular 

Hemorragia 
recente 

Hiperemia da camada 
muscular e hemorragia da 
camada serosa. 

300 

- 

- 

- 

- 

 
As análises histológicas dos órgãos foram feitas depois de constatada a morte dos animais ou 
após 14 dias da administração de P1G10. Os cortes dos órgãos foram corados com eosina e 
hematoxilina e analisados em microscópio ótico conforme item 4. 3. (-) não foram encontradas 
alterações. 
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Figura 5: Fotomicrografias ilustrativas de órgãos após tratamento com P1G10 
i.p.  Coração  –  (A)  dose  de  50  mg/kg,  (B)  5  mg/kg  e  (C)  controle  negativo, 
respectivamente. Rim – (D) dose de 50 mg/kg, (E) 5 mg/kg e (F) controle negativo, 
respectivamente. As setas indicam hiperemia/congestão e os asteriscos indicam áreas 
com hemorragia - aumento de 10X e coloração em HE.  
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* 

* 
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Figura  6:  Fotomicrografias  ilustrativas  de  órgãos  de  animais  tratados  com 
P1G10  i.p.  intestino  delgado  –  (A)  dose  de  50 mg/kg,  (B)  5 mg/kg  e  (C)  controle 
negativo,  respectivamente. Estômago  –  (D)  dose  de  50  mg/kg,  (E)  5  mg/kg  e  (F) 
controle  negativo,  respectivamente.  As  setas  indicam  hiperemia/congestão  e  os 
asteriscos indicam áreas com hemorragia – aumento de 10X e coloração em HE.  
 
5.3. Avaliação da toxicidade sub-crônica em animais tratados com P1G10 
por v.o. 
 
Para avaliar a toxicidade sub-crônica de P1G10, ratos Wistar machos e 
fêmeas, separadamente, receberam  diariamente, por 90 dias, esta mistura 
protéica nas doses de 10, 50, 100 mg/kg (n=10) e 300 mg/kg (n=5) por v.o.. No 
intervalo  experimental  foram  avaliados  sinais  clínicos,  mortalidade,  massa 
corporal e  consumo de  ração  e  de  água. Após 90 dias de tratamento,  os 
animais foram sacrificados e amostras de sangue e órgãos foram coletadas 
para  análises  hematológicas,  bioquímicas e  histológicas.  Além dos  grupos 
A 

B 

C 

D 

E 

F 
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descritos, foram estudados os grupos satélites (n=5) que receberam a dose de 
100 mg/kg de P1G10 por 90 dias, sendo sacrificados somente após 30 dias do 
último  tratamento,  com  o  objetivo  de  verificar  reversibilidade  de  possíveis 
quadros tóxicos. 
 
5.3.1. Avaliação dos sinais clínicos 
 
Na avaliação clínica diária dos grupos que receberam a dose de 300 
mg/kg (5 machos e 5 fêmeas) foi observado isolamento, hemorragia nasal e 
ocular  a  partir  da segunda  semana  de  tratamento, seguido  de morte  de  7 
animais (4 fêmeas e 3 machos) até a quarta semana. Nos demais grupos, a 
avaliação clínica não revelou qualquer alteração. Ao longo do tratamento houve 
perda de um animal em cada grupo de tratamento que recebeu a dose de 100 
mg/kg de P1G10. 
 
 5.3.2. Peso corporal 
 
O  peso  corporal  dos  animais  e  o  consumo  de  ração  por  grupo  de  5 
animais  foi  medido  semanalmente,  enquanto  que  o  consumo  de  água  foi 
avaliado a cada dois dias, conforme item 4.4. Na Figura 6, observa-se que, em 
machos e fêmeas, houve aumento de massa corporal em relação ao tempo e 
esse  parâmetro  não foi  alterado  entre  os  grupos tratados  com  P1G10 nas 
diferentes  doses  ou  em  relação  ao  controle  negativo  (p  <  0,05,  two-way 
ANOVA, pós teste Newman-Keuls). Exceção ao descrito, ocorreu com o grupo 
dos machos de  300 mg/kg, que  na quarta semana de tratamento,  antes de 
serem  observadas  as  mortes,  a  massa  corporal  dos  animais  foi 
significativamente menor que a dos demais grupos (p < 0,05, two-way ANOVA, 
pós teste Newman-Keuls). 
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Figura  7:  Ganho  de  massa  corporal  em  ratos  Wistar  durante  90  dias  de 
tratamento com P1G10. Os animais foram tratados com P1G10 nas doses de 10, 50, 
100 e 300 mg/kg ou o veículo água  (grupos controles), por v.o. (gavagem), sendo 
pesados  semanalmente  durante  todo  o  período  experimental.  As  duas  primeiras 
semanas correspondem ao período de ambientalização. Análise estatística (p < 0,05, 
two-way ANOVA, pós teste Newman-Keuls). 
 
 
5.3.3. Consumo de água e ração 
 
Quanto ao consumo de água e ração, observa-se que, de forma geral, 
não houve alteração aparente nos grupos tratados com P1G10 nas doses de 
10, 50 e 100 mg/kg em relação aos controles negativos (Figuras 7 e 8). Não 
foram feitas análises estatísticas destes parâmetros. 
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Figura 8: Consumo de água de ratos Wistar durante 90 dias de tratamento com 
P1G10. Os animais foram tratados com P1G10 nas doses de 10, 50, 100 e 300 mg/kg 
por v.o. (gavagem) ou o veículo, água (grupos controles), sendo determinado o volume 
de água  consumido a  cada dois dias,  durante  todo o  período  experimental.  Esses 
volumes foram somados para representação gráfica quinzenal do consumo hídrico. A 
primeira quinzena corresponde ao período de ambientalização. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9: Consumo de ração de ratos Wistar durante 90 dias de tratamento com 
P1G10. Os animais foram tratados com P1G10 nas doses de 10, 50, 100 e 300 mg/kg 
por v.o. (gavagem) ou o veículo, água (grupos controles), sendo determinada a massa 
de  ração  consumida  semanalmente  durante  todo  o  período  experimental.  As  duas 
primeiras semanas correspondem ao período de ambientalização. 
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5.3.4. Análises macroscópicas e peso relativo dos órgãos 
 
Na análise macroscópica dos vários órgãos selecionados dos animais 
tratados com P1G10 nas diferentes doses não foram encontradas alterações 
na maioria dos órgãos avaliados, no entanto os pulmões dos animais tratados 
com 300 mg/kg apresentaram manchas escurecidas. Após avaliação do peso 
relativo dos órgãos (órgão/peso corporal x 100) foi constatado que nos grupos 
das  fêmeas  tratados  com  a  dose  de  50  mg/kg  de  P1G10  e  satélite  houve 
redução do peso relativo do baço e do fígado em relação aos outros grupos 
tratados e grupos controle negativos. Já no grupo dos machos apenas o grupo 
satélite mostrou diminuição no peso relativo do fígado (p < 0,05, ANOVA, pós 
teste Newman-Keuls) (Tabela 5 e Figura 9).  
 
Tabela 4: Peso relativo dos órgãos de ratos Wistar machos tratados com P1G10 
 
Órgão 
 

 
Controle 
 n=20 

 
10mg/kg 
 n=10 

 
50mg/kg 
n=10 

 
100mg/kg 
 n=9 

Fígado 

2,92 ± 0,11 

2,92 ± 0,17
 
 

2,67 ± 0,07 

2,90 ± 0,05 

Baço 

0,33 ± 0,02
 
 

0,32 ± 0,01
 
 

0,30 ± 0,01 

0,29 ± 0,07 

Pulmão 

0,56 ± 0,03 

0,63 ± 0,03 

0,59 ± 0,07 

0,60 ± 0,07 

Coração 

0,34 ± 0,01 

0,38 ± 0,01 

0,33 ± 0,04 

0,32 ± 0,04 

Cérebro 

0,50 ± 0,01 

0,56 v 0,03 

0,51 ± 0,01 

0,52 ± 0,01 

Rins 

0,80 ± 0,03 

0,83 ± 0,04 

0,76 ± 0,03 

0,74 ± 0,03 

Estômago 

0,53 ± 0,01 

0,56 ± 0,01 

0,53 ± 0,01 

0,53 ± 0,01 

Testículos 

1,51 ± 0,06 

1,51 ± 0,06 

1,42 ± 0,15 

1,29 ±0,15 

 
Peso relativo do órgão (%) = (peso do órgão / peso corporal) x 100. Dados expressos como média ± 
epm (p < 0, 05, ANOVA, pós teste Newman-Keuls). 
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Tabela 5: Peso relativo dos órgãos de ratos Wistar fêmeas tratados P1G10 
 
Órgão 

 
Controle 
 n=20 

 
10mg/kg 
 n=10 

 
50mg/kg 
n=10 

 
100mg/kg 
 n=9 

Fígado 

3,07 ± 0,08 
a
 

3,21 ±0,09
 a
 

2,80 ± 0,10
 b 
 

3,24 ± 0,11
 a
 

Baço 

0,31 ± 0,02
 a 
 

0,28 ± 0,02
 a 
 

0,23 ± 0,01
 b
 

0,32 ± 0,01
 a
 

Pulmão 

0,65 ± 0,04 

0,74 ± 0,03 

0,71 ± 0,03 

0,73 ± 0,05 

Coração 

0,39 ± 0,02 

0,39 ± 0,01 

0,38 ± 0,01 

0,40 ± 0,01 

Cérebro 

0,79 ± 0,02 

0,76 ± 0,01 

0,74 ± 0,01 

0,66 ± 0,07 

Rins 

0,82 ± 0,04 

0,83 ± 0,03 

0,76 ± 0,02 

0,71 ± 0,08 

Estômago 

0,75 ± 0,03 

0,70 ± 0,03 

0,72 ± 0,03 

0,59 ± 0,07 

Útero/ovários 

0,37 ± 0,04 

0,38 ± 0,03 

0,50 ± 0,07 

0,52 ± 0,05 

 
Peso relativo do órgão (%) = (peso do órgão / peso corporal) x 100. Dados expressos como média ± 
erro padrão da média. Médias com letras iguais não diferem significativamente (p < 0, 05, ANOVA, 
pós teste Newman-Keuls). 
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Figura 10: Peso relativo do fígado e baço de animais tratados com P1G10. Fígado 
A  -machos  e  B  –  fêmeas.    Baço  C  -  machos  e  D  -  fêmeas  dos  animais  que 
apresentaram resultados alterados foram confrontados com seus respectivos grupos 
satélites que receberam a dose de 100 mg/kg durante 90 dias e foram sacrificados 
após 30 dias do último tratamento (*p < 0, 05; **p < 0, 01; ***p < 0, 001, ANOVA, pós 
teste Newman-Keuls). 
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5.3.5. Análises histológicas 
Nos estudos histológicos dos órgãos selecionados dos animais tratados 
com P1G10  nas  doses de  10, 50  e 100  mg/kg  e  controle negativo  (baço, 
coração,  cérebro,  rins,  estômago,  órgãos  sexuais),  não  foram  observadas 
alterações patológicas. No entanto, 100 % dos animais que receberam a dose 
de  300  mg/kg  apresentaram  alterações  pulmonares,  como  processo  de 
hepatização  com  espessamento  de  septos  interalveolares  por  infiltrado 
inflamatório tipo misto caracterizando quadro de pneumonite intersticial (Figura 
10).  No fígado foi observada a presença de corpos apoptóticos nos animais 
tratados com as doses de 10, 50, 100 e 300 mg/kgnas análises com HE (Figura 
11). No entanto, somente o grupo  que recebeu a dose de 300 mg/kg se 
confirmou  maior  presença  de  corpos  apoptóticos  em  relação  ao  controle 
negativo através do teste de TUNEL (Figura 12). 
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Figura 11: Parênquima pulmonar de ratos (fêmeas) tratados com P1G10. Animal 
controle negativo (A), animal que recebeu a dose de 300 mg/kg de P1G10 (B) com 
processo de hepatização com espessamento de septos interalveolares por infiltrado 
inflamatório tipo misto caracterizando quadro de pneumonia. Os cortes foram corados 
com HE e analisados em aumento de 10 x. 
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Figura 12: Parênquima hepático de ratos tratados com P1G10. Cortes histológicos 
de animais controle negativo (A) e tratados nas doses de 10 mg/kg (B), 50 mg/kg (C), 
100 mg/kg  (D) e  300  mg/kg (E) todos  em aumento  de 40X, célula em apoptose 
aumento  de  60X  (F). Os  cortes foram  corados  com  hematoxilina  e  eosina  (HE) 
analisadas em microscópio ótico. As setas indicam células em apoptose.  
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Figura  13: Parênquima  hepático  de  ratos  tratados  com P1G10  na  técnica do 
TUNEL. Cortes histológicos de fígado de animais fêmeas controle negativo aumento 
40  x  (A)  e  60  x  (B).  Cortes  histológicos  de  fígado  de  animais  fêmeas  300  mg/kg 
aumento de 40 x (C) e 60 x (D). A seta mostra hepatócito em apoptose. 
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5.3.6. Parâmetros hematológicos 
As Tabelas 6 e 7 mostram que o tratamento com P1G10 não alterou 
significativamente  qualquer  dos  parâmetros  hematológicos  avaliados 
(hematócrito,  número  de  hemácias  e  hemoglobina,  índices  hematimétricos 
(volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e 
concentração da hemoglobina corpuscular média (CHCM)) e da série branca 
(linfócitos,  monócitos,  granulócitos  e  plaquetas)  em  relação  ao  controle 
negativo. 
5.3.7. Parâmetros bioquímicos 
Pode-se observar, nas Tabelas 8 e 9, que o tratamento com P1G10 não 
alterou de forma significativa, em relação aos controles negativos, os seguintes 
níveis  séricos:  alanina  transaminase  (ALT),  gama  glutamil  transpeptidase 
(GGT),  fosfatase  alcalina  (FOAL),  creatinofosfoquinase  (CK),  triglicérides, 
creatinina e  bilirrubina total. Além disso, não houve diferenças estatísticas 
desses  parâmetros  entre  os  diferentes  grupos  que  receberam  P1G10.  No 
entanto,  as  medidas  da  glicose  e  proteínas  totais  apresentaram  diferença 
estatística entre os grupos tratados com a dose de 10 mg/kg em relação à dose 
de 50 mg/kg no grupo das fêmeas (p < 0, 05, ANOVA, pós  teste Newman-
Keuls). 
Já  em  relação  aos níveis séricos  de  aspartato  transaminase  (AST), 
albumina  e  uréia  foram  observadas  alterações  significativas  entre  alguns 
grupos de machos e fêmeas tratados com P1G10 (Tabelas 8 e 9 e Figura 13) 
em  relação  aos  controles negativos (*p  <  0,  05;  **p  < 0,01 e ***p <  0,001, 
respectivamente, ANOVA, pós teste Newman-Keuls).  
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Tabela 6: Parâmetros hematológicos de ratos Wistar machos tratados com P1G10 durante 90 dias. 

Parâmetros 

CN 
 
n=15 

10 mg/kg 
n=10 

50 mg/kg 
n=10 

100 mg/kg 
n=09 

Hematócrito(%) 

44,36 + 1,33 

47,53 ± 0,62
 
 

46,34 ± 1,24
 
 

45,94 ± 1,85
 
 

Hemácias (x10
6
/mm
3
) 

9,52 + 0,29
 
 

9,59 ± 0,24
 
 

9,33 ± 0,26
 
 

10,10 ± 0,40
 
 

Hemoglobina (g/dl) 

15,42 + 0,48
 
 

15,57 ± 0,18
 
 

14,60 ± 0,39
 
 

15,36 ± 0,26
 
 

VCM(fl) # 

46,70 + 0,38
 
 

50,37 ± 1,67
 
 

46,65 ± 0,57
 
 

45,00 ± 0,40 

HCM(pg) 

16,16 + 0,14
 
 

15,69 ± 0,12
 
 

15,64 ± 0,12
 
 

15,54 ± 0,21
 
 

CHCM (%) 

34,71 + 0,21
 
 

33,98 ± 0,14
 
 

31,63 ± 0,80
 
 

34,08 ± 0,21
 
 

LY (10
+3
/µL) # 

7,24 + 0,55
 
 

6,79 + 0,82
 
 

5,68 + 0,29
 
 

6,67 + 0,71
 
 

MO (10
+3
/µL) # 

0,56 + 0,07
 
 

0,54 ± 0,09
 
 

0,55 ± 0,05
 
 

0,60 ± 0,09
 
 

GRAN (10
+3
/µL) # 

2,94 + 0,22
 
 

2,66 ± 0,17
 
 

2,53 ± 0,20
 
 

3,66 ± 0,73
 
 

PL (10
+3
/µL) 

909,80 + 67,75
 
 

985,40 ± 20,40
 
 

958,90 ± 41,58
 
 

848,00 ± 51,30
 
 

Dados  expressos  como  média  ±  erro  padrão  da  média.  VCM  (volume  corpuscular  médio),  HCM  (hemoglobina  corpuscular  média),  CHCM 
(concentração da hemoglobina corpuscular média), LY (linfócitos), MO (monócitos), GRAN (granulócitos) e PL (plaquetas). Teste de p < 0,05, ANOVA, 
pós teste Newman-Keuls para variáveis normais e Kruskal-Wallis (p< 0,5) para variáveis com distribuição não normal (#). 
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Tabela 7: Parâmetros hematológicos de ratos Wistar fêmeas tratados com P1G10 durante 90 dias. 

Parâmetros 

CN 
 
n=15 

10 mg/kg 
n=10 

50 mg/kg 
n=10 

100 mg/kg 
n=09 

Hematócrito (%) 

41,26 ± 1,90
 
 

38,61 ± 2,26
 
 

44,30 ± 0,94
 
 

41,78 ± 1,02
 
 

Hemácias (x10
6
/mm
3
) 

8,43 ± 0,46
 
 

8,03 ± 0,42
 
 

8,57 ± 0,57
 
 

8,91 ± 0,22
 
 

Hemoglobina (g/dl) 

14,48 ± 0,64
 
 

13,55 ± 0,77
 
 

13,54 ± 0,89
 
 

14,56 ± 0,35
 
 

VCM(fl) 

49,22 ± 0,91
 
 

48,00 ± 0,78
 
 

50,94 ± 0,66
 
 

46,84 ± 0,54
 
 

HCM(pg) # 

17,28 ± 0,33
 
 

16,85 ± 0,18
 
 

17,08 ± 0,08
 
 

16,36 ± 0,18
 
 

CHCM (%) 

35,15 ± 0,47
 
 

35,10 ± 0,28
 
 

33,54 ± 0,69 

34,93 ± 0,32
 
 

LY (10/µL) 

5,48 ± 0,35
 
 

4,62 ± 0,59
 
 

3,58 ± 0,35
 
 

4,82 ± 0,57
 
 

MO (10/µL) # 

0,36 + 0,1
 
 

0,27 ± 0,04
 
 

0,25 ± 0,03
 
 

0,33 ± 0,07
 
 

GRAN (10
3
/µL) # 

1,66 + 0,35
 
 

1,18 ± 0,15
 
 

1,05 ± 0,09
 
 

1,61 ± 0,21
 
 

PL (10
3
/µL) 

765,89 ± 109,45
 
 

647,38 ± 89,92
 
 

676,30 ± 32,42
 
 

 705,56 ± 37,55
 

Dados  expressos  como  média  ±  erro  padrão  da  média.  VCM  (volume  corpuscular  médio),  HCM  (hemoglobina  corpuscular  média),  CHCM 
(concentração da hemoglobina corpuscular média), LY (linfócitos), MO (monócitos), GRAN (granulócitos) e PL (plaquetas).Teste de p < 0,05, ANOVA, 
pós teste Newman-Keuls para variáveis normais e Kruskal-Wallis (p< 0,5) para variáveis com distribuição não normal (#). 
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Tabela 8: Parâmetros bioquímicos de ratos Wistar machos tratados com P1G10 durante 90 dias. 

Parâmetros 

CN 
 
n=15 

10 mg/kg 
n=10 

50 mg/kg 
n=8 

100 mg/kg 
n=09 

ALT (U/L) 

97,73 ± 6,50 

113,67 ±,31 

76,89 ± 11,16 

101,33 ± 7,02 

AST (U/L) 

83,40 ± 3,19
a
 

34,50 ± 2,31
b
 

114,56 ± 11,69
c
 

40,78 ± 2,85
b
 

CK (U/L) 

588,71 ± 80,11 

901,00 ± 173,17 

610,00 ± 131,77 

691,44 ± 124,52 

GGT (U/L) 

5,06 ± 0,79 

5,31 ± 1,80 

7,13 ± 1,65 

7,00 ± 1,89 

FOAL (U/L) 

147,62 ± 13,69 

108,10 ± 24,57 

139,00 ± 11,11 

170,20 ± 29,30 

Glicose (mg/dL) # 

141,10 ± 26,23 

150,13 ± 10,85 

98,89 ± 4,39 

158,50 ± 13,73 

Cálcio (mg/dL) # 

11,10 ± 0,51 

9,33 ± 0,32 

10,53 ± 0,47 

8,93 ± 1,10 

Triglicérides (mg/dL) # 

79,35± 18,98 

43,8 ± 12,61 

75,33±4,50 

104,20±13,50 

Proteínas Totais (g/dL) 

8,51±0,39 

7,88±0,21 

7,76±0,22 

7,33±0,46 

Albumina (g/dL) # 

2,89±0,12
a
 

2,65±0,07
 a b
 

2,37±0,04
 b
 

1,91±0,24
c
 

Creatinina (mg/dL) 

0,71±0,07 

0,61±0,09 

0,48±0,06 

0,78±0,05 

Uréia (mg/dL) 

40,29 ± 2,97
 
 

44,43 ± 3,24
 
 

38,78 ± 1,74
 
 

34,67± 1,14
 
 

Bilirrubina Total (mg/dL) 

0,68±0,09 

0,65±0,11 

0,28±0,06 

0,61±0,15 

Dados expressos como média ± erro padrão da média, n = número de amostras viáveis. ALT (alanina transaminase), AST (aspartato transaminase) GGT 
(glutamil transpeptidase), FOAL (fosfatase alcalina) e CK (creatinofosfoquinase). Médias com letras iguais não diferem significativamente. Os resultados que 
não acompanham letras não possuem diferenças significativas. Teste de p < 0,05, ANOVA, pós teste Newman-Keuls para variáveis normais e Kruskal-Wallis 
(p< 0,5) para variáveis com distribuição não normal (#). 
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Tabela 9: Parâmetros bioquímicos de ratos Wistar machos tratados com P1G10 durante 90 dias. 

Tratamento 

CN 
n=15 

10 mg/kg 
n=10 

50 mg/kg 
n=9 

100 mg/kg 
n=9 

ALT (U/L 

81,20 ± 5,84 

96,20 ± 2,62
 
 

83,63 ± 10,94
 
 

88,22 ± 5,22
 
 

AST (U/L) 

89,00 ± 0,98
a
 

52,00 ± 2,54
b
 

111,71 ± 6,04
 a
 

74,00 ± 6,31
 a b
 

CK (U/L) 

564,18 ± 84,67 

566,56 ± 90,48 

741,67 ± 108,24 

518,33 ± 164,85 

GGT (U/L) 

2,69 ± 1,01 

4,15 ± 1,32 

3,01 ± 0,81 

2,48 ± 0,64 

FOAL (U/L) 

135,33 ± 20,15 

80,70 ± 9,67 

109,11 ± 13,53 

104,57 ± 22,46 

Glicose (mg/dL) # 

167,60 ± 15,07
 a
 

182,80 ± 21,79
 a b
 

113,22 ± 13,78
 a c
 

166,44 ± 12,18
 a
 

Triglicérides (mg/dL) # 

50,44±10,25 

83,60±20,74 

81,00±6,74 

87,00±16,17 

Cálcio (mg/dL) # 

12,44 ± 0,19 

13,35 ± 0,40 

10,94 ± 0,23 

12,16 ± 1,31 

Proteínas Totais (g/dL) 

9,14±0,39
 a
 

10,05±0,49
 a b
 

8,10±0,11
 a c
 

9,88±0,41
 a b
 

Albumina (g/dL) # 

3,50±0,15
 a
 

4,10±0,25
 a
 

2,84±0,06
 b
 

3,67±0,15
 a
 

Creatinina (mg/dL) 

0,74±0,04 

0,59±0,08 

0,51±0,07 

0,61±0,06 

Uréia (mg/dL) 

40,20±1,12
 a
 

43,33 ± 2,33
 a
 

34,11±1,33
 b
 

37,00±1,74
 a b
 

Bilirrubina Total (mg/dL) # 

0,74±0,21 

0,44±0,14 

0,30±0,01 

0,28±0,06 

Dados expressos como média ± erro padrão da média, n = número de amostras viáveis. ALT (alanina transaminase), AST (aspartato transaminase) GGT 
(glutamil transpeptidase), FOAL (fosfatase alcalina) e CK (creatinofosfoquinase). Médias com letras iguais não diferem significativamente. Resultados que 
não acompanham letras não possuem diferença significativa. Teste de p < 0,05, ANOVA, pós teste Newman-Keuls variáveis normais e Kruskal-Wallis (p< 
0,5) variáveis com distribuição não normal (#). 
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Figura 14: Análise dos parâmetros bioquímicos de animais tratados com P1G10. Análise 
bioquímica do sangue circulante de ratos Wistar machos (esquerda) e fêmeas (direita) tratados 
diariamente com P1G10 v.o. (gavagem) nas dose de 10, 50 e 100 mg/kg e grupo satélite (100 
mg/kg). Os  parâmetros alterados  aspartato  aminotransferase (AST),  albumina  e  uréia, foram 
confrontados com os respectivos controles negativo e grupos satélite. (*p < 0, 05; **p<0,01 e ***p 
< 0,001 ANOVA, pós teste Newman-Keuls). 
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5.4. Avaliação da mutagenicidade e genotoxicidade 
 
5.4.1. Teste de Ames 
 
A mutagenicidade de P1G10 foi avaliada in vitro pelo Teste de Ames. Nesse 
teste, diferentes linhagens de Salmonela typhimurium, TA97, TA98, TA100 e TA102, 
foram  expostas  a  crescentes  concentrações  de  P1G10  (0,1-10  mg/placa)  na 
presença e ausência de indutor microssomal (S9). 
Como pode ser visto na Tabela 10, as diferentes concentrações de P1G10 não 
causaram reversão das linhagens testadas de forma significativa  em relação ao 
controle negativo, tanto na ausência como na presença do indutor microssomal (S9). 
Como contra prova, as concentrações de P1G10 (0,1; 1,0; e 10,0 mg/placa) testadas 
foram estatisticamente diferentes dos controles  positivos 4-nitro-o-fenilenodiamino 
(2,5 μg/placa para TA 98; Azida Sódica (1,25 μg/placa) para TA 100; 9-aminoacridina 
(50  μg/placa ) para TA 97 e  Mitomicina C (0,5 μg/placa) para TA 102. Para todas as 
linhagens  testadas  na  presença  de os resultadostambém foram estatísticamente 
diferentes  do  controle  positivo  2  -  aminoantraceno  (5  μg/placa)  para  todas  as 
linhagens  testadas    (p  <  0.05,  ANOVA,  pós  teste  Bonferroni).  A  razão  de 
mutagenicidade  (RM)  é  definida  como  a  razão  entre  o  número  de  colônias 
revertentes no  controle  negativo e o  grupo teste,  foi  menor  que  2 em  todas  as 
concentrações de P1G10 avaliadas para todas as linhagens bacterianas na presença 
e ausência de S9.  
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Tabela 10: Teste de mutagenicidade com Salmonela typhimurium – Teste de Ames. 
 
 
Tratamento 
(mg/placa) 
 

 
TA98 

 
TA100 

 
TA97 

 
TA102 

 

 
-S9 

 
+S9 

 
-S9 

 
+S9 

 
-S9 

 
+S9 

 
-S9 

 
+S9 

 
Controle negativo 
 

 
21,7 ± 4,1 

 
25,0 ± 5,4 

 
165,3 ± 27,1 

 
155,3 ± 25,5 

 
171,7 ± 19,4 

 
138,3 ± 11,4 

 
126,7 ± 15,8 

 
133,3 ± 18,9 

P1G10 

 
0,1 
(RM) 
 

31,3 ± 1,8 
(1,4) 

 
24,3 ± 3,4 
(0,9) 
 

 
81,3 ± 17,4 
(0,5) 

 
66,7 ± 2,9 
(0,4) 

 
134,7 ± 27,5 
(0,8) 

 
100,3 ± 3,2 
(0,72) 

 
77,0 ± 1,2 
(0,6) 

 
128,0 ± 24,7 
(1,0) 

 
1,0 
(RM) 
 

 
19,3 ± 3,4 
(0,9) 

 
23,3 ± 2,4 
(0,9) 

 
88,0 ± 17,3 
(1,0) 

 
105,3 ± 10,4 
(1,6) 

 
128,7 ± 52,9 
(0,7) 

 
64,3 ± 4,0 
(0,5) 

 
107,0 ± 1,2 
(0,8) 

 
155,0 ± 3,9 
(1,2) 

 
10,0 
(RM) 
 

 
15,3 ± 2,4 
(0,7) 

 
27,3 ± 0,3 
(1,1) 

 
124,0 ± 25,7 
(0,7) 

 
117,3 ± 12,6 
(0,7) 

 
94,7 ± 1,1 
(0,5) 

 
29,3 ± 2,9 
(0,2) 

 
69,7 ± 3,5 
(0,5) 

 
166,7± 11,1 
(1,2) 

 
Controle positivo 
(RM) 
 

 
132,9 ± 32,9* 
(6,2) 

 
118,6 ± 22,0 
(4,7) 

 
1211,9 ± 112,6*
 
(7,3) 

 
1561,3 ± 121,1*
 
(10,0) 

 
861,33 ± 174,74* 
(5,0) 

 
278,6 ± 106,9* 
(2,1) 

 
1976,6 ± 159,2*
 
(15,6) 

 
1799,6 ± 154,1*
 
(13,5) 

 
Testes realizados utilizando linhagens TA 97, TA 98, TA 100 e TA 102 em triplicata, com e sem ativação metabólica, +S9 e -S9, respectivamente. Placas 
Teste P1G10 (0,1-10 mg/placa); Controle negativo 100 μL/placa (água), Controle Positivo: para TA 98 - 4-nitro-o-fenilenodiamino (2,5 μg/placa ); TA 100 - 
Azida  Sódica  (1,25  μg/placa);  TA  97  -  9-aminoacridina  (50    μg/placa  );  TA  102  -  Mitomicina  C  (0,5  μg/placa),  com  S9  -  TA  97,  98,  100  e  102,  2  - 
aminoantraceno (5 μg/placa). RM=Razão de Mutagenicidade, (p < 0.05 ANOVA, pós teste Bonferroni). 
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5.4.2 Teste do Micronúcleo 
 
5.4.2.1. Determinação da dose máxima tolerada em camundongos Swiss 
Para a realização do teste do micronúcleo foram usados camundongos 
Swiss  devido  à  facilidade  da  coleta  do  material.  Assim,  foi  necessária  a 
determinação  da  dose  máxima  tolerada  por  estes  animais  através  do  teste 
agudo de doses fixas, de acordo com métodos no item 4.2., com administração 
pela via i.p., iniciando-se pela dose de 20 mg/kg. 
De acordo com a Tabela 11, a dose máxima tolerada de P1G10 foi de 10 
mg/kg, sendo que na dose de 20mg/kg houveperda de 1 animal após 24 horas 
do tratamento. 
 
Tabela 11: Dose máxima tolerada de P1G10 em camundongos Swiss 
machos. 
 
 
 
5.4.2.2. Teste 
 
A avaliação de um possível potencial genotóxico de P1G10 foi realizada, 
in vivo, através do teste do micronúcleo, conforme item 4.6.2. Este teste avalia 
a  quantidade  de  eritrócitos  policromáticos  com  pontos  de  micronucleação 
presentes na medula óssea de camundongos Swiss após 36 h de uma única 
administração da substância teste, no caso de P1G10 nas doses de 5 e 10 
mg/kg por via i.p.. 
Via 

Dose (mg/kg) 

T/M 

i.p. 

 
Controle 

 
0/3 

 
20 

 
1/3 

 
10 

 
0/3 

 
T/M=número  de  animais  tratados/número  de  mortes,  n=  3.  Período  de  observação  após 
administração = 14 dias. 
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Como  pode  ser  visto  na  Figura  14,  o  quantitativo  de  eritrócitos 
policromáticos  com  micronucleação  nos  animais  tratados  com  P1G10  nas 
doses  de  5  mg/kg  (26,48  ±  8,94)  e  10  mg/kg  (  24,  56  ±  16,73)  foi 
significativamente  diferente  do  controle  positivo  ciclofosfamida  50  mg/kg 
(186,56 ± 35,17) e não apresentou diferença em relação ao controle negativo 
óleo de rícino (40,82 ± 16,58) (ANOVA, pós-teste de Bonferroni). 
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Figura 15: Freqüência de eritrócitos policromáticos micronucleados em medula 
óssea de camundongos Swiss. As análises foram feitas após 36 h de tratamento 
com  P1G10 nas doses de  5  e 10  mg/kg, ciclofosfamida  50 mg/kg e  NaCl  0,9%, 
administradas  por  via  i.p.  (n=5).  Foram  analisados  03  esfregaços  por  animal  e 
visualizados  2.000  eritrócitos  policromáticos.  As  lâminas  com  os  esfregaços  foram 
coradas segundo May Grunwald e analisadas em objetiva de imersão de 100 em 
microscópio ótico. CN controle negativo – óleo de rícino, CP controle positivo – 
Ciclofosfamida (50 mg/kg) (p<0,01 ANOVA, pós-teste de Bonferroni). 
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6. DISCUSSÃO 
A  espécie  Carica  candamarcensis  possui  em  seu  látex  um  grupo  de 
cisteíno proteinases com ações farmacológicas comprovadas em testes pré-
clínicos, como atividades cicatrizante cutânea em modelo de dermoabrasões 
(Mello et al., 2006) e queimaduras (Gomes et al., 2009), cicatrizante gástrica 
(Mello et al., 2008; Silva, 2009) e antitumoral/antimetastática (Dittz et al., 2009; 
Figueiredo,  2009;  Viana  et  al.,  2009).  Esses  resultados  se  mostram 
promissores e levaram este grupo de pesquisa a avançar com os estudos pré-
clínicos de farmacocinética (Lemos, 2009), além de estudos de toxicidade pré-
clínica  e  ensaios  clínicos  de  Fase  I  tópicos  (Lemos  et  al.,  em  preparação; 
Gomes, 2009). Dando continuidade aos estudos pré-clínicos, este trabalho tem 
por  objetivo  avaliar  parâmetros  toxicológicos  (agudos  e  sub-crônicos 
sistêmicos) e genotóxicos de P1G10, a fim de definir limites de doses seguras 
dessa mistura protéica. 
6.1. Obtenção e caracterização bioquímica de P1G10  
Como descrito em resultados, após a aplicação de 20 g de látex de C. 
candamarcensis  em  coluna  de exclusão  ―Sephadex-G10‖  (100,0  x  5,0  cm), 
foram recuperados 4,24 ± 1,16 g de proteínas que compõem P1G10, o que 
corresponde  a  aproximadamente  21%  do  quantitativo  aplicado.  Esse 
rendimento (20%) foi similar ao que já era produzido em colunas menores (40,0 
x 2,5 cm), cuja capacidade permitia a obtenção de apenas 0,6 g de P1G10 por 
cromatografia (Gomes, 2004). Assim, utilizando uma coluna maior se obteve 
um  aumento  na  produtividade  por  extração  com  rendimento  similar  às 
condições  anteriores.  O  somatório  de  36  procedimentos  de  separação 
cromatográfica  de  P1G10  resultou  em  aproximadamente  158  g  da  fração 
liofilizada que foram suficientes para a realização dos testes de caracterização 
bioquímica e dos ensaios toxicológicos objetivados neste trabalho. 
A  estabilidade  de  um  medicamento  pode  ser  influenciada  pelas 
condições de armazenamento (temperatura, luminosidade e umidade), ou até 
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mesmo,  pelos componentes  da  embalagem (USP,  2000). As proteínas  ou 
enzimas são mais suscetíveis à instabilidades física e química devido à sua 
complexa estrutura molecular. Assim, vários fatores físicos e químicos como 
temperatura,  agitação,  exposição  à  luz,  oxigênio e  umidade  podem  levar  a 
mudanças na estrutura secundária, terciária ou quaternária da molécula, por 
processos de desnaturação, agregação, precipitação e adsorção em superfície, 
o que leva à perda ou redução da atividade biológica (Burgess, 1993).  
Neste estudo, o período (6 meses) que foi necessário para a obtenção 
de toda a fração P1G10 (158 g) e a longa duração dos testes (em torno de 6 
meses) poderia influenciar na atividade farmacológica/toxicológica da amostra. 
Assim,  a  avaliação  das  propriedades  bioquímicas  de  P1G10  foi  realizada 
através da determinação da concentração protéica e da atividade proteolítica 
específica, da junção das 36 extrações. Essas análises foram feitas antes e 
após os testes toxicológicos sub-crônicos (90 dias) e comparadas às de uma 
amostra previamente caracterizada pelo Laboratório de Produtos Naturais/ICB-
UFMG. 
Os resultados demonstraram a manutenção da concentração protéica e 
da atividade proteolítica específica de P1G10 em relação à amostra referência 
(Tabela  1).  Diante  disso,  podemos  afirmar  que  o  armazenamento  (-20°C) 
durante  o  período  de  12  meses,  não  afetou  a  manutenção  dos  parâmetros 
avaliados (p < 0,05 ANOVA, pós-teste Bonferroni). 
6.2. Toxicidade aguda de P1G10 em ratos Wistar fêmeas 
A avaliação da toxicidade aguda pré-clínica é realizada com o objetivo 
de determinar a dosagem segura de uma nova substância em uma única 
administração,  e  assim,  prever  o  potencial  desta  de  causar  danos  à  saúde 
(Purchase  et  al.,  1998).  Dessa  forma,  a  avaliação  aguda  classifica  e, 
apropriadamente, rotula as  substâncias de acordo com  o seu  potencial de 
letalidade ou toxicidade (Blaauboer, 2003; Prieto et al., 2006). 
O estudo clássico de dose letal 50% (DL
50
) proposto por Trevam (1927), 
o  qual  utiliza  um  número  elevado  de  animais  por  teste,  está  sendo 
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gradualmente  substituído  por estudos  que  utilizam  um número  reduzido  de 
animais, sem prejuízo no valor preditivo para o homem (Botham, 2004). Neste 
trabalho foi empregado o Teste das Doses Fixas (TDF) – OECD 420 em ratos 
Wistar de um único sexo (fêmeas), com um número de 5 animais/dose, que se 
aplica e refere à administração por v.o.. Seguindo esse protocolo observamos 
que 100% dos animais morreram após a administração de 2.000 mg/kg  v.o. 
(Figura  3  e  Tabela  2).  Na  seguinte  dose  do  teste  300  mg/kg  não  foram 
observadas  mortes  nem  sintomas  clínicos  durante  14  dias  após  única 
administração, além disso, não foi verificada qualquer alteração histopatológica 
nos  órgãos  dos  animais.  Assim,  a  fração  P1G10  é  considerada  nociva,  de 
classe  IV,  em  caso  de  ingestão,  conforme  proposto  pela  OECD  para 
substâncias  que  promovam  20%  de  mortes  nos  animais  na  dose  de  2.000 
mg/kg ou que apresente um valor de DL
50
 entre  300 a 2.000 mg/kg. (GHS, 
2001). 
A  Agência Nacional de  Vigilância Sanitária  (ANVISA, 2010) preconiza 
que um novo fármaco deva ser avaliado em teste agudo em todas as vias de 
administração possivelmente utilizadas além da via i.v.. Assim, considerando o 
protocolo  utilizado  para  v.o.  avaliamos  a  toxicidade  aguda  pelas  vias 
intravenosa (i.v.) e intraperitoneal (i.p.). A escolha da via i.p. foi para comparar 
com  os  resultados de  i.v.,  podendo substituir esta, devido  à  facilidade de 
administração em outros testes. Verificamos que 100 % dos animais morreram 
após administração única de P1G10 na dose de 50 mg/kg (i.p. e i.v.). Já na 
dose de 5  mg/kg em ambas as  vias não houve mortes  ou manifestação de 
sinais  clínicos  durante  14  dias  de  observação  sem  qualquer  alteração 
histopatológica nos órgãos avaliados. Deve-se salientar que, de acordo com o 
protocolo  de  avaliação  usado  neste  trabalho  a  classificação  nociva  cabe 
apenas para a administração por v.o.. Portanto, apenas podemos definir que 
para as vias i.p. e i.v. P1G10 possui uma toxicidade aguda em doses maiores 
que 5 mg/kg. 
Estudo  de toxicidade aguda da  bromelina,  uma cisteíno  protease  de 
origem  vegetal  da  espécie  Ananas  comosus,  já  em  uso  clínico,  apresentou 
valores de DL
50
 em ratos de 10.000 mg/kg (v.o.) não sendo enquadrada em 
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quaisquer  das  categorias  de  toxicidade aguda  vigente,  além  de  DL
50
  de  37 
mg/kg (i.p.) e 85 mg/kg (i.v.) nesta mesma espécie (Moss et al., 1963, Taussig 
et  al.,  1975).  Uma  outra  cisteíno  protease  de  origem  vegetal  a  papaína 
proveniente  de uma  espécie  de mamoeiro  Carica  papaya  possui valores  de 
DL
50
 de 4.000 mg/kg por v.o. em ratos sendo considerada uma substância de 
categoria 5 (―Material Safety Data Sheets‖ ou Ficha de Segurança – MSDS, 
2010). Diante disso, P1G10 demonstrou possuir maior potencial tóxico agudo 
do que as enzimas acima citadas, o que pode ser explicado pela alta atividade 
proteolítica das enzimas que compõem P1G10 que é de 5 a 7 vezes superior 
às  presentes  na  espécie  C.  papaya  (Baeza  et  al.,1990;  Bravo  et  al.,  1994; 
Teixeira et. al., 2007). 
Os sinais clínicos apresentados pelos animais, que receberam as doses 
tóxicas  de  P1G10,  nas  três  diferentes  vias  foram:  isolamento,  contorção 
abdominal  e  extremidades  escurecidas,  sendo  após  necropsia  observada 
hemorragia difusa nos intestinos delgado e grosso, diafragma e estômago 
(Figura 3). Microscopicamente foi verificado hiperemia dos vasos do coração e 
estômago (Figura 4 e 5 e Tabela 3). Já nas doses de 5 (i.p.), 5 (i.v.) e 300 
mg/kg (v.o.) de P1G10 não foram verificadas alterações macro e microscópicas 
em quaisquer órgãos, dos grupos tratados e controle, observados por até 14 
dias. 
A hiperemia  indica um  aumento local do  volume de sangue  em um 
determinado  tecido.  É  um  processo  ativo  resultante  do  fluxo  sanguíneo 
aumentado devido à dilatação arteriolar, já a hemorragia é o extravasamento 
de  sangue  dos  vasos  para  o  espaço  extravascular  (Abbas  et  al.,  2008).  O 
quadro de hiperemia e hemorragia observada nos animais sugerem que P1G10 
provoque  alguma  lesão  vascular  ou  desordem  hemodinâmica  quando 
administrada pelas diferentes vias nas respectivas doses letais. 
O conhecimento de efeitos tóxicos ligados à hemodinâmica de enzimas 
é limitado e os relatos de casos são raros (Pariza e Cook, 2009). Dentre esses 
relatos, os mais  descritos são  os das enzimas que compõem  venenos de 
animais peçonhentos (Hofmann et al., 1987). Essas proteínas possuem ação 




[image: alt]72 
 
hemorrágica vasculotóxica e proteolítica. A ação vasculotóxica é causada por 
fatores  hemorrágicos.  Estes  agem  sobre  vasos  capilares,  destruindo 
inicialmente a membrana basal e causando, posteriormente, sua ruptura. Já a 
ação  proteolítica  ocorre  de  forma  citotóxica  direta  nos  tecidos  por enzimas 
presentes no veneno como proteases, hialuronidases e fosfolipases que levam 
a  liponecrose,  mionecrose  com  conseqüente  lise  das  paredes  vasculares 
podendo também haver liberação de substâncias vasoativas como bradicinina 
e histamina (Gutiérrez & Lomonte, 1989). Além disso, há a ação  coagulante 
derivada da fração de alguns venenos do tipo trombina, capaz de transformar 
diretamente fibrinogênio em fibrina além de ativar o fator X e protrombina o que 
também leva ao consumo de fibrinogênio e formação de fibrina intravascular 
(Azevedo-Marques et al., 1987; Azevedo-Marques et al., 2003). 
Dentre  os  trabalhos  que  relacionam  proteases  de  origem  vegetal  e 
coagulação,  os  exemplos  mais estudados  envolvem as enzimas  papaína  e 
bromelina. Eagle e Harris (1936) mostraram que papaína atua na via comum 
da  cascata  de  coagulação  e  que  age  sobre  o  fibrinogênio  como  agente 
fibrinolítico. Devido a esta ação tem-se estudado a utilização do tratamento oral 
com  esta  enzima  para  prevenção  de  aderências  intra-abdominais  pós-
operatórias,  evitando o  aumento da formação de fibrina  (Hellebrekers et al., 
2000). 
Livio e colaboradores (1978) demonstraram que o tratamento de ratos 
com  bromelina  diminuiu  os  níveis  plasmáticos  de  fibrinogênio.  Pirotta  e  De-
Morghen Guili (1978) concluiu que o tratamento de animais com essa protease 
levava a um aumento de atividade fibrinolítica sérica, sendo que estes efeitos 
tendem a reverter à coagulação que ocorre nos processos inflamatórios. Em 
outro estudo foi demonstrado que bromelina comercial apresenta atividade 
fibrinolítica  intrínseca,  além  de  potenciar  a  atividade  de  outras  enzimas 
fibrinolíticas (Ako et al., 1981). 
No processo de coagulação a formação do coágulo de fibrina envolve 
complexas  interações  entre  proteases  plasmáticas  e  seus  co-fatores,  que 
culminam na gênese da enzima trombina (fator II ativado) que por proteólise 
converte  fibrinogênio  solúvel  em  fibrina  insolúvel  (Rocha  et  al.,  1998). 
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Tradicionalmente e para explicação in vitro esse processo tem sido dividido nas 
vias extrínseca e intrínseca que convergem para a ativação de um fator comum 
– fator X. A via extrínseca foi assim denominada por exigir a adição de um 
desencadeador externo. Nessa via participam os fatores VII, X, II (protrombina), 
V e fibrinogênio. Já a via intrínseca requer apenas a exposição do fator XII a 
uma superfície trombogênica. Os fatores que participam dessa via são: XII, XI, 
IX, VIII, X, V, II e fibrinogênio. Esta divisão tem grande valor na interpretação 
laboratorial  de  exames  clássicos  da  avaliação  da  hemostasia através  das 
avaliações do Tempo de protrombina (TP) e tempo de tromboplastina Parcial 
Ativada  (TTPa).  O  TP  consiste  na  determinação  do  tempo  de  formação  do 
coágulo  de  fibrina  após a adição  de tromboplastina tecidual (Fator III) e de 
cálcio, o que promove a ativação do fator VII, seguida da ativação do fator X, 
medindo  a  via  extrínseca  e  comum.  Por  outro  lado,  o  TTPa  consiste  na 
determinação do tempo de coagulação do plasma após adição de um ativador 
da fase de contato da coagulação e de cefalina, que substitui o fosfolípede de 
membrana plaquetária sendo sensível ao nível dos fatores da via intrínseca e 
comum (Rodney et al., 2009). 
Diante disso,  resultados  obtidos em paralelo  a este trabalho  tiveram 
como  objetivo  verificar  a  interferência  de  P1G10  na  homeostasia,  sendo 
realizados ensaios in vitro com um grupo de enzimas purificados a partir de 
P1G10,  denominadas  CMS2MS2.  Essas  proteínas  apresentaram  atividade 
fibrinolítica 3 vezes maior que a apresentada pela papaína e 1,5 menor que a 
plasmina,  além de ação fibrinogenolítica. Além  disso,  em estudos in vitro, 
usando concentrações crescentes de P1G10 (0,01 – 0,1 µg), verificou-se um 
aumento do tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa) em amostras de 
plasma humano nas concentrações de até 0,1 µg de P1G10, sem alteração no 
tempo  de  protrombina  (TP).  Entretanto,  a  partir  da  concentração  de  1,0  µg 
houve uma diminuição de  TP  e  TTPa  (Bilheiro et  al., 2009).  Esses dados 
mostram que algumas  enzimas que compõem P1G10, assim como  outras 
usadas  na  clínica,  agem  na  via  comum  da  coagulação  e  que  possuem 
atividade fibrinolítica. No entanto, em altas concentrações P1G10 demonstrou 
ação estimuladora da coagulação. Estudos in vivo usando doses de P1G10 de 
50 mg/kg por v.o. em ratos Wistar por 90 dias não mostraram alterações nos 
tempos de protrombina e tromboplastina ativados (dados não mostrados). 
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Assim, o estudo de toxicidade aguda de P1G10 demonstrou que esse 
grupo de enzimas de alta atividade proteolítica possui toxicidade aguda por i.p 
e  i.v.  a  partir  de  doses  de  5  mg/kg  e,  por  v.o.,  a  partir  de  300  mg/kg, 
pertencendo, portanto, a categoria 4 (nociva) de toxicidade aguda em caso de 
ingestão. O quadro tóxico provocado pelas doses letais nas vias i.p, i.v e v.o 
nos animais foi hemorragia e hiperemia no trato gastrointestinal, coração e rins, 
sendo estes os órgãos alvo da ação tóxica aguda. Esse quadro hemorrágico 
pode  ter  ocorrido  devido  à  lesão  citotóxica  direta  nos  vasos em  função  da 
grande  quantidade  de  enzimas  proteolíticas  na  circulação  e  ou  pela 
interferência dessas enzimas no sistema hemostático. 
 
6.3. Toxicidade sub-crônica de P1G10 em ratos Wistar 
Apesar da importância da avaliação aguda, que estima as propriedades 
tóxicas de uma substância, fornecendo informações acerca dos riscos para a 
saúde, diversos efeitos são observados somente após múltiplas doses (Eaton e 
Klassen,  1996).  Dessa  forma,  os  estudos  crônicos  fornecem  informações 
adicionais sobre  órgãos-alvo  e  sobre efeitos  cumulativos.  Os  dados, assim 
obtidos,  fornecem  estimativas  do  nível  de  exposição  sem  efeito  tóxico,  que 
servirá de  base  para o  estabelecimento de  um  regime de  doses  para  as 
pesquisas clínicas e outros estudos (Brito, 1994). 
Diante  dos  resultados  farmacológicos,  os  quais  demonstraram  que 
P1G10 possui um alto potencial cicatrizante/citoprotetor gástrico no intervalo de 
doses de 1 a 10 mg/kg (Mello et al. 2006; Silva, 2009) e diante dos resultados 
obtidos  com  a  dose  aguda  não  letal  ≤  300  mg/kg  por  v.o.,  os  estudos 
toxicológicos de doses repetidas foi estabelecido com as doses de 10, 50, 100 
e 300 mg/kg administradas diariamente, por 90 dias, em ratos Wistar (machos 
e fêmeas). Durante o período experimental foram feitas observações de sinais 
clínicos,  e  ao  final,  os  animais  foram  sacrificados  e  amostras  de  sangue  e 
órgãos coletadas para análises hematológicas, bioquímicas e histológicas. 
As  avaliações  clínicas  diárias  são  importantes  uma  vez  que,  através 
delas se obtêm  dados  sobre a reversibilidade de um efeito tóxico, a qual 
demonstra  a  capacidade  de  reação  do  organismo  ao  mesmo  (Stevens  e 




75 
 
Mylecraine,  1994).  Nas  avaliações  mencionadas  não  foram  observadas 
alterações nos grupos tratados com as doses de 10, 50, 100 mg/kg de P1G10. 
Entretanto,  os  animais  tratados  com  a  dose  de  300  mg/kg  apresentaram 
isolamento,  extremidades  escurecidas  e  aumento  de  secreção  nas  vias 
respiratórias. Essas alterações se manifestaram a partir da segunda semana 
do início do tratamento e permaneceram até a morte dos animais deste grupo 
(quarta semana). Segundo Ettinger & Feldma (1995), sinais cianóticos estão, 
geralmente, associados com obstrução das vias aéreas superiores, doenças 
restritivas ou pulmonares obstrutivas, afecções do espaço pleural ou doenças 
neuromuscular.  Já  é  sabido  que  o  tratamento  com  dose  única  de  papaína, 
através de instilação intratraqueal ou nebulização em diferentes doses de até 
6mg/kg, em ratos, provoca enfisema pulmonar confirmado em torno de 30 a 60 
dias  após  tratamento  único.  Essa  aplicação  é  utilizada  como  modelo 
experimental, o qual resulta em alterações morfo-histológicas após 28 dias da 
exposição única. Essas alterações incluem hemorragia alveolar, infiltrado de 
polimorfonucleares,  inflamação,  e  dilatação  dos  espaços  centriolobulares, 
sendo que após este período o quadro tende estabilizar com sobrevivência dos 
animais por um período de até 6 meses após agressão química (Gross, et al., 
1964,  Johanson  et  al.,  1971;  Basmadzhieva  et  al.,  1986).  Um  outro  evento 
importante relacionado com o efeito tóxico sobre as vias aéreas é o potencial 
alérgico deste grupo de enzimas os quais, mediados por IgE podem levar a 
reações alérgicas tardias, podendo causar pneumonite (Bernstein et al., 1986). 
No  grupo  de  animais  tratados  com  300  mg/kg,  por  v.o.,  foram 
observadas alterações pulmonares  macroscópicas, como escurecimento de 
partes do órgão, e na histologia foi observado processo de hepatização com 
espessamento de septos interalveolares por infiltrado inflamatório tipo misto, 
caracterizando  quadro  de  pneumonite  intersticial  (Figura  10).  Estudos 
farmacocinéticos  de  biodistribuição  mostraram  que,  por  v.o.,  a 
biodisponibilidade  de  P1G10  radiomarcada foi  de  8%,  com  coeficiente  de 
partição para os pulmões semelhante ao do sangue de camundongos Swiss 
(Lemos, 2009). Mediante esses dados, podemos sugerir que o tratamento, por 
v.o.,  com  P1G10  em  doses  repetidas  de  300  mg/kg/dia  pode  ter 
desencadeado, no início, um processo inflamatório devido à alta atividade 
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proteolítica no local e, com a continuidade de exposição à amostra, houve a 
evolução  do  quadro  de  inflamatório,  perda  da  função  do  órgão  o  que, 
provavelmente, levou à morte. 
O peso corporal, avaliado juntamente com o consumo de água e ração, 
são parâmetros empregados  para  indicar o  surgimento precoce de  efeitos 
tóxicos  de  uma  determinada  substância  no  organismo  animal  (Dixon  et  al., 
1979). Quanto ao peso corporal dos animais tratados com P1G10 nas doses 
entre 10, 50 e 100 mg/kg não houve qualquer alteração dos grupos em relação 
aos seus respectivos controles (p < 0,05, two-way ANOVA, pós teste Newman-
Keuls). 
O aporte de nutrientes e água é imprescindível para a manutenção 
fisiológica dos animais, assegurando assim, condições nutricionais adequadas 
durante  o  período  experimental,  evitando  falsos  resultados  de  toxicidade 
(Iversen  e  Nicolaysen,  2003).  Apesar  de  algumas  curtas  oscilações  no 
consumo de ração e água, pode-se notar que não houve diferença entre os 
grupos durante o experimento, apresentando apenas, as diferenças esperadas 
entre os sexos (Figura 7 e 8). Essas oscilações podem ter ocorrido devido a 
alguns eventos durante o longo tempo de experimentação, tais como elevação 
de temperatura, entupimento ou vazamento de algumas garrafas de água e a 
própria administração por gavagem as quais podem levar a danos no aparelho 
digestivo superior. A situação descrita foi anteriormente prevista no protocolo 
408 da OECD (1998), o qual trata da padronização dos testes subcrônicos, 
mencionando que os métodos forçados de administração podem levar a uma 
diminuição no consumo de água e alimentos. 
Ao final dos tratamentos os animais foram sacrificados e seus órgãos 
retirados, pesados e o peso relativo destes calculado, através da relação entre 
a massa do órgão e massa corporal. Não houve alteração significativa desse 
parâmetro na maioria dos órgãos dos animais tratados com P1G10 (Tabelas 4 
e 5). Entretanto, o fígado e baço do grupo das fêmeas que receberam P1G10 
na dose de 50 mg/kg tiveram diminuição significativa, em relação ao controle 
negativo, essa diminuição também  foi verificada  no fígado  dos animais  do 
grupo satélite. Segundo Dantas e colaboradores (2006) em um estudo de 
determinação  de  valores  de  referência  fisiológicos  de  ratos  Wistar,  foi 
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constatado que o peso relativo de fígado de ratos jovens de 8 a 10 semanas, 
corresponde a valores entre 2,56 a 3,24 5% do peso corporal.  Diante desses 
padrões  podemos  verificar  que  mesmo  havendo  diferença  estatística 
significativa no grupo de fêmeas tratado com P1G10 na dose de 50 mg/kg os 
valores encontrados  estão dentro do esperado para a espécie. Quanto  ao 
baço,  alguns  animais  apresentaram  baços  congestos,  mesmo  no  grupo 
controle negativo o que levou esse resultado a ser desconsiderado. 
Na literatura não são encontrados dados relativos à alteração de peso 
relativo  de  vísceras  envolvendo  o uso  sistêmico  de  cisteíno  proteases. Em 
estudos realizados com camundongos jovens que foram tratados diariamente 
com  5  mg  de  papaína  (i.  p.)  por  28  dias,  foi  constatada  a  redução  no 
comprimento  da  tíbia, úmero  e  ulna  (Innerfield  et  al.,  1961;  Johnson, et  al 
1978). Neste trabalho, não foram identificadas, nas avaliações macroscópicas, 
quaisquer alterações anormais nas vísceras e ossos dos animais tratados com 
P1G10 nas doses de 10, 50 e 100 mg/kg. Já nas doses de 300 mg/kg, pulmões 
apresentaram partes escurecidas como já foi citado. 
Na avaliação dos parâmetros bioquímicos, pôde-se observar que os 
níveis de albumina  se  mostraram diminuídos no grupo das  fêmeas  tratadas 
com P1G10 na dose de 50 mg/kg (Tabelas 8 e 9 e Figura 12 A e B).   No 
entanto, de acordo com a literatura os níveis de albumina variam entre 2,7 a 
5,1 g/dL em ratos (Ernest et al., 1993), dessa forma mesmo havendo diferença 
estatística entre os grupos para albumina, os valores estão dentro do esperado 
para esta espécie. Um outro parâmetro alterado foi o nível de uréia, os quais 
tiveram valores diminuídos nos grupos de fêmeas tratados com as doses de 50 
mg/kg (34,11 ± 1,33 mg/dl) e aumentados no grupo satélite (57,75 ± 3,84), para 
o grupo dos machos houve apenas diminuição no grupo satélite (24,32 ± 6,95) 
estando estes valores (Tabela 8 e 9) fora do intervalo descrito por Dantas e 
colaboradores (2006) o qual está entre 40,4 e 55,6 mg/dL. 
O  tratamento  com  P1G10,  aumentou  os  níveis  de  aspartato 
transaminase (AST), nos grupos que receberam a dose de 50 mg/kg e satélite 
e diminuiu nos  grupos que receberam a dose de  10 mg/kg em relação aos 
demais grupos do mesmo sexo. De acordo com a literatura AST e a alanina 
transaminase  (ALT)  são  enzimas  intracelulares  presentes  em  grandes 
quantidades  no  citoplasma  dos  hepatócitos,  embora  AST  também  seja 
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encontrada  em  vários  outros  órgãos.  Lesões  ou  destruição  das  células 
hepáticas  liberam  estas  enzimas  para  a  circulação.  A  ALT  é  encontrada 
principalmente no citoplasma do hepatócito, enquanto que 80% da AST está 
presente na mitocôndria.  Assim,  em  um  dano  hepatocelular leve, a forma 
predominante no soro seria a citoplasmática, enquanto que em lesões graves, 
haveria liberação também da enzima mitocondrial (Cohen et.al., 1979; Cohen 
et al., 1997). Na disfunção hepatocelular há também a síntese prejudicada da 
albumina,  além  do  prolongamento  do  tempo  de  protrombina, 
hiperbilirrubinemia, teores de amônia elevadas e uremia baixa (Kaneko et al., 
1997; Waterfield et al., 1998; Oliveira et al., 2003). Assim, podemos sugerir que 
apenas pequenas alterações, não dose-dependente, nos níveis de uréia e AST 
não  são  suficientes  para  diagnosticar  danos  hepáticos,  já  que  outros 
parâmetros com ALT, bilirrubina, albumina e creatinina não sofreram alterações 
além das esperadas para a espécie. 
Um outro achado histopatológico foi a presença de corpos apoptóticos 
em cortes de fígado dos animais que receberam tratamento com 10, 50 e 100 e 
300 mg/kg de P1G10, quando corados com hematoxilina e eosina (HE) (Figura 
11). Estudos demonstraram que a atividade antitumorigênica sobre modelos de 
pele  de  rato,  promovidos pelo tratamento com  bromelina,  ocorre  através do 
aumento da função reguladora da proteína de p53 com subseqüente ativação 
de caspase 3 e caspase 9 e diminuição da proteína antiapoptotica Bcl-2 (Kalra 
et  al.,  2008).  No  processo de  apoptose,  a célula  recebe  um  sinal  para  se 
autodestruir, diminuindo de tamanho, com quebra de cromatina, se tornando 
facilmente  fagocitada  (Hengartner,  2000).  Muitas  das  mudanças  observadas 
durante esse processo são devido à atuação específica das caspases, que são 
cisteíno  proteases  (Schultz  et  al.,  2003).  Assim,  receptores  na  superfície 
celular, relacionados ao processo de ativação da apoptose, se agrupam após 
ligação  com  mediadores  extracelulares,  provocando  a  reunião  de  várias 
procaspases que possuem a capacidade de se ligar a estes receptores. Após a 
aproximação das procaspases, elas se  ativam por clivagem proteolítica se 
transformando em caspases-8 (Hengartner, 2000). A ativação das caspases-8 
provoca uma série de eventos pró-apoptóticos, através da clivagem direta de 
proteínas relacionadas a este processo ou, indiretamente, através da clivagem 
e  ativação  da  procaspases-3  em  caspases-3.  A  ativação  dessas  enzimas 
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promove  a  degradação  de  proteínas  do  citoesqueleto,  responsáveis  por 
manterem a estrutura da célula. Outro processo dependente de caspases é a 
ativação de uma DNAase, através da degradação proteolítica da subunidades 
regulatórias  desta  enzima  por  uma  caspase-3.  Esta  ativação  causa  a 
degradação  do  DNA  da  célula  (Nagata,  2000).  A  apoptose  é  usada  não 
somente para remover as células em condições fisiológicas, como também, em 
resposta  ao  desenvolvimento  de  estresse  celular. Assim,  muitas  células ao 
detectarem  danos  ou  mau  funcionamento  geram  sinais  que levam  à  morte 
celular  por  apoptose  (Vaux,  2002).  A  desregulação  da  apoptose  também 
desempenha um papel essencial na patogênese de várias doenças hepáticas 
como as causadas por vírus, drogas ou outros agentes tóxicos (Patel, et al., 
1998). 
Diante disso, surge a hipótese de que as enzimas que compõem P1G10 
poderiam estar estimulando apoptose no fígado devido à sua natureza ou a 
sobrecarga do órgão, já que surgiram pequenas alterações na bioquímica e 
peso relativo do mesmo. Além disso, em estudos para avaliar atividade das 
enzimas metabolizadoras do complexo hepático P450 de fase I, mediante um 
tratamento com P1G10 na dose de 334 mg/kg por v.o durante 6 dias (Mello, 
2005),  foi  verificado  que  a  fração  promoveu  alterações  significativas,  em 
apenas  um  grupo  de  enzimas  avaliado,  a  CYP2A1,  que  foi  diminuída  pelo 
tratamento.  Tendo  em  vista  a  presença  de  proteínas  mitogênicas na  fração 
P1G10, capazes de  promover  a ativação das MAPquinases (Gomes  et al, 
2005),  a  redução  da CYP2A1 pode ser um  indicativo a mais da implicação 
destas proteínas em mecanismos estimuladores de proliferação celular, uma 
vez que a literatura descreve sua expressão como inversamente proporcional à 
proliferação celular (Garcia et al., 2000). 
No  entanto,  através  da  técnica  colorimétrica  de  TUNEL  (―Terminal 
deoxinucleotidil  transferase  Uracil  Nick  End  Labeling‖),  específica  para 
detecção  de  apoptose  em  tecidos  e  órgãos,  não  foi  detectado  aumento 
significativo de corpos apoptóticos nos hepatócitos dos animais tratados com 
P1G10 nas doses  de 10,  50 e 100 mg/kg mostrando  apenas uma  pequena 
elevação de pontos apoptóticos no grupo de 300 mg/kg em relação ao controle 
negativo.  Essa técnica,  porém,  não  foi eficiente  para que  se fizesse uma 
quantificação do índice de apoptose neste órgão (Figura 12). Diante disso, não 
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foi possível comprovar que o tratamento por dose repetida com P1G10 nas 
doses  de  10,  50,  100  e  300  mg/kg  v.o.  levasse  à  indução  de apoptose  no 
fígado de ratos Wistar. 
Nas  análises  dos  componentes  hematológicos  não  foram  observadas 
alterações significativas em qualquer dos parâmetros avaliados em relação aos 
grupos  controles  negativos,  como  pode  ser  visto  nas  Tabelas  6  e  7.  Os 
resultados estão em acordo com os valores de referência para ratos segundo 
―Canadian  Council  on  Animal  Care‖  (CCAC,1993)  e  ―Normals  hematology 
values of University Animal Care – Patology Services‖ (2009).   Os resultados 
mostram que o tratamento com P1G10 por v.o. nas doses de 10, 50 e 100 não 
foi capaz de induzir qualquer disfunção hemodinâmica, já que os parâmetros 
que  envolvem  quadros  hemorrágicos  não  sofreram  alterações,  como  a 
contagem de plaquetas, e os já mencionados resultados inalterados de TP e 
TTPa em ratos tratados com P1G10 na dose de 50 mg/kg por v.o. (dados não 
mostrados). 
Diante  dos  resultados  obtidos  no  estudo  sub-crônico  com  P1G10, 
podemos  verificar  que o tratamento prolongado  com  P1G10  na dose  de 10 
mg/kg não apresentou qualquer efeito adverso (NOAEL) e que nas doses de 50 
mg/kg e 100 mg/kg, P1G10 levou a pequenas alterações de alguns parâmetros 
bioquímicos  (não  dose-dependentes)  sem  alterações  histopatológicas 
comprovadas por estudos específicos. No entanto, nos tratamentos com a dose 
de 300 mg/kg este grupo de enzimas mostrou toxicidade pulmonar e indícios 
de alterações hepáticas.  
Segundo a ―European Medicines Agency‖ (EMEA, 2009) a dose clínica 
de uma substância teste deve ser inferior à margem de 10 vezes a menor dose 
que  apresentar  toxicidade sub-crônica  e  crônica  pré-clínica.  De  acordo  com 
nosso estudo, P1G10 mostra-se segura para futuros tratamentos clínicos na 
dose  de  até  10  mg/kg,  uma  vez  que,  na  dose  de  10  mg/kg  não  foram 
apresentadas alterações em qualquer dos parâmetros analisados. 
   
6.4. Avaliação da genotoxicidade de P1G10 in vivo e in vitro 
 
  Os agentes que alteram a seqüência do DNA são considerados tóxicos 
para o gene e são, então, chamados de genotóxicos (Ribeiro, 2003). A indução 
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de mutações em células somáticas é considerada como o principal mecanismo 
de  ação  carcinogênica de  algumas  substâncias (Miller et  al.,  1996).  Dessa 
forma, torna-se essencial dispor de métodos confiáveis, simples e rápidos, para 
avaliar o potencial mutagênico de uma nova substância (Varanda et al., 2006). 
Os  testes  mais  utilizados  e  aceitos  para  avaliações  de  mutagenicidade  e 
genotoxicidade são,  in  vitro,  o da mutação bacteriana e, in vivo, teste do 
micronúcleo em medula óssea de roedores (OECD 1997). 
O teste de Ames é um modelo  bacteriano que, por anos, vem sendo 
reconhecido pela comunidade científica, aceito e recomendado por agências 
governamentais como a principal análise de identificação de substâncias que 
podem  produzir  danos  ou  mutações  genéticas  (Mortelmans  &  Zeiger,  2000, 
OECD, 2001 e  ANVISA, 2004  citado  por  Ribeiro  et al.,  2003). O  teste de 
mutação  reversa  de  Ames consiste  na  exposição  de  bactérias  auxotróficas 
para histidina, apresentando mutações no operon desse aminoácido, o que as 
torna incapazes de crescer em meio de cultura mínimo, sem histidina. O ensaio 
baseia-se na capacidade das células bacterianas de reverterem mutações e 
restabelecer a funcionalidade  de  síntese de histidina. Como  se  deve avaliar 
substâncias na ausência e na presença de um sistema de metabolização (S9), 
uma vez que, in vivo, alguns produtos químicos necessitam ser metabolizados 
para que seus derivados apresentem atividade mutagênica (Ames et al. 1973; 
Maron  &  Ames, 1983 revisado  por  Mortelmans  &  Zeiger, 2000 e  citado  por 
Ribeiro et al. 2003). 
Neste  trabalho  utilizaram-se  linhagens  bacterianas  de  Salmonella 
typhimurium, que possuem mutações no operon histidina, do tipo deslocamento 
do quadro de leitura (TA98 ou TA97), substituição de pares de base (TA100) e 
modificações que levam a transição e transversão de pares de base de DNA 
(TA102).  Como  pode ser visto na Tabela  10, na exposição das bactérias à 
P1G10 não se observou reversão das mutações em qualquer das linhagens 
avaliadas, tanto na presença quanto na ausência do sistema de metabolização 
S9.  Os  resultados  negativos  no  teste  de  Ames,  demonstram  que,  nas 
condições  testadas,  as  enzimas  que  compõem  P1G10  não  apresentam 
potencial mutagênico que pudesse alterar o deslocamento do quadro de leitura 
ou substituição de pares de base no DNA estabelecidos nas linhagens. 
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Apesar dos resultados da avaliação mutagênica para P1G10, terem sido 
negativos na avaliação in vitro, faz-se necessária à avaliação em um sistema in 
vivo como o teste do micronúcleo, desenvolvido por Schmid e colaboradores 
(1971) para detecção de agentes clastogênicos (que quebram cromossomos) e 
aneugênicos  (que  induzem  aneuploidia  e  ou  segregação  cromossômica 
anormal). 
O  teste  se  baseia  na  contagem  de  fragmentos  cromossômicos, 
resultante  de  quebras  do  DNA  das células parentais, em  eritrócitos. Esses 
fragmentos podem não ser incorporados ao núcleo principal das células filhas 
após  a  mitose,  sendo,  então, formada  uma  membrana  nuclear em  volta  do 
fragmento, o qual será visível como um pequeno (micro) núcleo separado do 
núcleo  principal  da  célula.  Durante  a  diferenciação  do  eritrócito,  o  núcleo 
principal é expelido, enquanto que os micronúcleos ficam retidos no citoplasma. 
Dessa maneira, a análise de formação de micronúcleos é feita em eritrócitos 
policromáticos  (células jovens),  da medula óssea de camundongos  ou  ratos 
(Ribeiro et al., 2003). Outra característica desse modelo diz respeito ao tempo 
de vida, relativamente curto dos eritrócitos policromáticos anucleados, de modo 
que,  qualquer  micronúcleo  que  ele  contenha  deve  ter  sido  gerado  como 
resultado  de  danos  cromossômicos  induzidos  recentemente.  Nessas 
condições, os micronúcleos são facilmente identificáveis e a sua distribuição 
bem definida (Carrano & Heddle, 1973). 
P1G10 não apresentou um aumento estatisticamente significativo na 
freqüência  de eritrócitos  policromáticos micronucleados em  ambas  as doses 
avaliadas (5 e 10 mg/kg - dose máxima tolerada) por via i.p. em camundongos 
Swiss  após  36  horas  da  administração  única.  Tampouco  houve  diferença 
estatística entre os números de eritrócitos micronucleados dos grupos tratados 
em relação ao controle negativo (óleo de rícino), no entanto, em relação ao 
controle positivo (Ciclofosfamida  50  mg/kg), a  diferença  foi significativa,  de 
acordo  com  a  Figura  13  (p<0,01  ANOVA,  pós-teste  de  Bonferroni).  Os 
resultados negativos do Teste do Micronúcleo, in vivo, indicam que P1G10, sob 
as condições testadas, não induz dano cromossômico estrutural no eritrócito 
imaturo, em camundongos Swiss. 
Nosso estudo corrobora com os dados encontrados na literatura que não 
apresenta a associação de genotoxicidade a enzimas proteolíticas usadas na 




[image: alt]83 
 
clínica  e  em  alimentos  (Pariza  e  Johnson,  2001).  Em  um  estudo  usando 
amostras de enzimas proteolíticas, das 28 testadas, a totalidade apresentou 
resultado negativo para o Teste de Ames, sendo, que 26/26 amostras, também 
avaliadas  para  aberrações  cromossômicas,  mostraram  resultado  negativo 
(Pariza et al., 2009). Diante disso, podemos concluir que P1G10 não possui 
potencial genotóxico nas condições avaliadas. 
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7. CONCLUSÃO 
Neste  estudo  evidenciamos  a  reprodutibilidade  do  processo  de 
purificação de P1G10 em coluna de exclusão ―Sephadex-G10‖ com dimensões 
maiores  que  a  comumente  utilizada  e  a  manutenção  da  concentração  de 
proteínas e atividade amidásica específica, após 12 meses de armazenamento. 
Determinamos a dose aguda não letal de P1G10 como estando abaixo de 5 
mg/kg (i.p. e i.v.) e 300 mg/kg (v.o.), classificando P1G10 como uma substância 
nociva (classe IV). Foi verificado, também, que P1G10 é uma fração segura 
para  administração  oral  sub-crônica  nas  doses  de  até  10  mg/kg  e  que  nas 
doses acima de 100 mg/kg pode desencadear toxicidade pulmonar. A fração 
tão pouco possui ação mutagênica/genotóxica nas condições avaliadas. 
Conforme o interesse expresso inicialmente, este trabalho possibilitou a 
determinação da dose de 10 mg/kg/dia (NOAEL) como a dose máxima segura 
para futuros estudos pré-clínicos crônicos e clínicos, além de indicar a ausência 
de um potencial mutagênico/genotóxico da fração proteolítica P1G10.  
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