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RESUMO

Alpinia zerumbet, conhecida popularmente como colonia no Nordeste do
Brasil, € uma planta medicinal usada amplamente na medicina popular na forma de
chas e infusbes para o tratamento de doencas cardiovasculares, como a hipertensao
arterial. O intenso consumo popular dessas infusdes levou-nos a avaliar o perfil
toxicoldgico e genotoxicologico do extrato aquoso e do Oleo essencial das folhas de
A. zerumbet. Esse estudo foi avaliado pelos ensaios de curta duragéo in vivo e in
vitro. Inicialmente foi avaliada a citotoxicidade e o efeito hemolitico in vitro, porém
ndo houve resposta toxica. A DLsp encontrada para o extrato aquoso foi >5 g/Kg,
demonstrando que os principios ativos do extrato apresentam baixa toxicidade. Os
estudo de genotoxicidade foram realizados in vivo. Os animais foram tratados, por
via oral, com trés doses do extrato aquoso (2 g/Kg, 3,5 g/Kg e 5 g/Kg) e com a dose
de 400 mg/Kg do Oleo essencial. Apds 24h e 48h, o sangue periférico e a medula
O0ssea foram coletados. No ensaio do cometa ndo houve deteccdo de nenhum
cometa de grau elevado e as analises estatisticas demonstraram um P<0,01 (grau
de significancia: P<0,05) para todas as amostras em relagcdo ao controle positivo e
um P>0,05 (grau de significancia: P<0,05) para as amostras em relagcdo ao controle
negativo. No ensaio do micronucleo, todas as doses do extrato aquoso e do dleo
essencial tiveram diferenca estatisticamente significante em relacdo a
ciclofosfamida, um antineoplasico citotéxico, com um P<0,001 e um P>0,05 em
relacdo ao controle negativo (significancia: P<0,05). Todos esses resultados indicam
gue 0 extrato aquoso e o 0leo essencial das folhas de A. zerumbet ndo apresentam

acOes citotoxicas nem genotoxicas nos modelos testados.

Palavras-chave: Alpinia. Toxicologia. Genotoxicidade.



ABSTRACT

Alpinia zerumbet, known ordinarily as colony in Northwestern Brazil, is a medicinal
plant widely used in popular medicine as tea and infusions for the treatment of
intestinal and cardiovascular illnesses, such as hypertension. Due to the high levels
of consumption of such infusions, we have sought to evaluate the toxicological and
genotoxicological profile of the tea and essential oil made from A. zerumbet leaves.
This study has been evaluated by short term in vivo and in vitro trials. We initially
evaluated the cytotoxicity and the hemolytic effect in vitro; however, there was no
toxic response. The DLs found for the tea was of >5 mg/Kg, which demonstrates that
the active principles of the tea present low toxicity. The genotoxicity trials were
carried out in vivo. The animal received treatment orally, with three doses of the tea
(2 g/Kg, 3,5 g/Kg and 5 g/Kg) and with a dosage of 400 mg/Kg of the essential oil.
Peripheral blood and bone marrow were collected after 24 and 48 hours. In the
comet trial no high level comets were detected and the statistical analyses
demonstrate a P<0,01 (significance: P<0,05) for all samples when compared to the
positive control and a P<0,05 (significance: P<0,05) for samples in relation to the
negative control. In the micronucleus test, all doses of the tea and essential oil
presented a statistically significant difference in relation to cyclofosfamide, with a P <
0.001 and a P > 0.05 compared with the negative control (significance: P<0,05). All
those results indicate that the tea and essential oil made from A. zerumbet leaves do

not present cytotoxic or genotoxic action in the tested models.

Keywords: Alpinia. Toxicology. Genotoxicity.
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1 INTRODUCAO
1.1 TOXICOLOGIA

E a ciéncia que estuda as intoxicacdes, 0s venenos que as produzem, seus
sintomas, seus efeitos, seus antidotos e seus métodos de analise. O termo toxico
vem do grego toxicon, que quer dizer “flecha envenenada” (UNIVERSIDADE
FEDERAL DO PARANA, 2008; BARILE, 2007).

1.1.1 Histérico

A fase do descobrimento teve inicio com o homem primitivo em seu contato
com a natureza como meio de sobrevivéncia, que em seu dia a dia tomou contato
com plantas e animais, surgindo deste contato a identificacdo de substancias que
eram ou ndo benéficas a sua vida. A fase primitiva é, talvez, a parte mais importante,
pois estuda os venenos como meio de suicidio, de homicidio e até punitivo, trazendo
importantes conclusdes inclusive para a toxicologia moderna. A fase moderna teve
inicio a partir de 1800, com o surgimento de métodos de estudos para identificacdo
de venenos, 0 que provocou a reducdo de atuacdo criminosa, porém a partir deste
conhecimento houve um aumento significativo de intoxicagdes acidentais (ex. uso de
agrotoxicos) (UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA, 2008).

1.1.2 Divisdo Metodologica da Toxicologia (Como Ciéncia)

Toxicologia clinica - Estuda os sintomas e sinais clinicos, visando

diagnosticar envenenamentos e orientar terapia;

Toxicologia profilatica - Estuda a poluicdo da agua, terra, ar e alimentos,

procurando manter e aumentar a seguranga para a vida é saiude humana;

Toxicologia industrial - Estuda as enfermidades industriais e a insalubridade

do ambiente de trabalho;

Toxicologia analitica - Visa a analise dos produtos toxicos objetivando

determinar sua toxicidade, sua concentracdo toxica, metabolismo, dentre outras;
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Toxicologia forense - Estuda os aspectos médico-legais procurando

esclarecer a “causa-mortis” em intoxicagdes, visando o esclarecimento e a justica da
causa das intoxicacdes (UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA, 2008).

1.1.3 Fatores que infuenciam na Toxicidade

v

Fatores que dependem do sistema biolégico: idade, peso corporeo,

temperatura, fatores genéticos, estados nutricionais e patolégicos;
Quantidade ou concentracdo do agente toxico;

Estado de dispersao: € importante a forma e o tamanho das particulas;
Afinidade pelo tecido ou organismo humano;

Solubilidade nos fluidos organicos;

Sensibilidade do tecido ou organismo humano;

Fatores da substancia em si. (UNIVERSIDADE FEDERAL DO
PARANA, 2008).

1.1.4 Principais Agentes Toxicos

v

v

v

Toxicos Gasosos;

Toxicos Volateis;

Toxicos Organicos Fixos;
Toxicos Organicos Metalicos;

Toxicos Organicos Soltveis (UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA,
2008).

1.1.5 Causas mais frequentes de Intoxica¢cbes

As principais causas de intoxica¢cdes no trabalho sdo: falhas de técnicas

(como vazamentos dos equipamentos, preparacdo e aplicacdo dos produtos sem a

utilizacdo de equipamento adequado de seguranca, aplicacdo contra o vento);
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trabalhadores que néo trocam diariamente de roupa; trabalhadores que ndo tomam
banho diario ou que tomam banho em agua quente, que dilata os poros e facilita a
absorcdo do produto; trabalhadores, que nos horarios de descanso, alimentam-se
sem lavar as méaos; armazenamento inadequado dos produtos quimicos; ingestado ou
inalacdo de produtos quimicos desconhecidos na tentativa de estabelecer qual
substancia se trata (UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA, 2008; BARILE,
2007).

Outras causas: aplicacdo de produtos nas horas de maior temperatura (na
qual o calor intenso dilata os poros e facilita a absorcao da pele); trabalhadores que
voltam a trabalhar apdés uma intoxicacdo ou em periodos de repouso de outras
doencas; trabalhadores com baixa resisténcia fisica s8o0 mais suscetiveis;
trabalhadores que fazem aplicacbes de produtos quimicos sozinhos e, em caso de
intoxicacdo, nao recebem ajuda imediata; criancas e animais que tem contato com
produtos quimicos. As esposas dos operarios se intoxicam ao lavar as roupas
utilizadas na aplicacdo dos produtos dentre muitas outras formas (UNIVERSIDADE
FEDERAL DO PARANA, 2008).

1.1.6 Parametros Toxicoldgicos

Toxicidade aguda - E aquela produzida por uma Gnica dose, seja por via

oral, dérmica, intraperitoneal, subcutéanea ou pela inalagdo dos vapores.

Toxicidade cronica - E aquela que resulta da exposicdo continua a uma
substancia, sendo que esta ndo pode causar toxicidade aguda por apresentar-se em
baixas concentracdes. A toxicidade crdonica € mais importante que a toxicidade
aguda, pois normalmente ocorre pela contaminacao de alimentos ou lentamente no

seu ambiente de trabalho.

Veneno - E todo e qualquer produto natural ou sintético, biologicamente ativo
que, introduzido no organismo e absorvido, provoca disturbios da saude, inclusive

morte, ou, se aplicado sobre tecido vivo é capaz de destrui-lo.

Toxicidade - E a capacidade de uma substancia quimica produzir lesdes,
sejam elas fisicas, quimicas, genéticas ou neuropsiquicas, com repercussoes

comportamentais.
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Intoxicagdo - E um estado deletério manifestado pela introdugdo no
organismo de produto potencialmente danoso.

DLso (Dose Letal) - E a dose letal média de um produto puro em mg/Kg do
peso do corpo. Esta terminologia pode ser empregada para intoxicacdo oral,

dérmica, subcutanea, intraperitoneal ou inalatdria.

Dosagem Diaria Aceitavel (DDA) - Quantidade maxima de composto que,
ingerida diariamente, durante toda a vida, parece nao oferecer risco apreciavel a

saude.

Efeito Residual - Tempo de permanéncia do produto nos tecidos, no solo, ar
ou agua podendo trazer implicagdes de ordem toxicologica.

Antidoto - Toda substancia que impede ou inibe a acdo de um téxico.

Toxicidade Aguda - O processo tOxico em que 0s sintomas aparecem nas

primeiras 24 horas apds a exposi¢ao a substancia.

Toxicidade Crdnica - Processo téxico em que os sintomas aparecem apos
as primeiras 24 horas, ou mesmo semanas ou meses apds a exposicdo a

substancia.

Toxicidade Recondita - E o processo téxico em que ocorrem lesdes, sem
manifestagdes clinicas (UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA, 2008).

1.1.7 Toxicidade aguda

A determinagcdo da toxicidade aguda de uma substancia é extremamente
importante, principalmente considerando o uso indevido de produtos naturais pela
populacdo (UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA, 2008).

Depois de muitos anos de debates e discussdes o teste da DLsy (dose letal
mediana) foi finalmente banido das diretrizes que norteiam a avaliacdo da toxicidade
aguda (BOTHAM, 2002). A avaliacdao da toxicidade € realizada com o objetivo de
determinar o potencial de novas substancias e produtos causar danos a saude
humana. Testes que avaliam a toxicidade sistémica aguda s&o utilizados para
classificar e, apropriadamente, rotular substancias de acordo com o seu potencial de
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letalidade ou toxicidade como estabelecido pela legislacdo. Além da letalidade,
outros parametros sdo investigados em estudos de toxicidade aguda sistémica para
identificar o potencial toxico em oOrgaos especificos, identificar a toxicocinética e a
relacdo-dose resposta. Outras informacdes podem ainda ser obtidas nhuma avaliacao
de toxicidade aguda como: indicativos sobre o mecanismo de acdo toxica,
diagnostico e tratamento das reacfes toxicas; estabelecimento das doses para
estudos adicionais de toxicidade; informacfes para a comparacdo de toxicidade
entre substancias de mesma classe; informacbes sobre quais seriam as
consequéncias de exposi¢cdes acidentais no trabalho ou no ambiente doméstico;
além de ser um padrdo para a avaliagdo de testes alternativos ao uso de animais
experimentais (PURCHASE et al., 1998; BLAAUBOER, 2003; PRIETO et al., 2006;
COECKE et al., 2005).

1.1.8 Citotoxicidade

Durante um evento organizado pela ICCVAM (Interagency Coordinating
Committee on the Validation of Alternative Methods) em 2002, a situagao corrente
dos métodos in vitro para a avaliacdo da toxicidade aguda oral foi estudada. Deste
estudo, um processo foi iniciado para oferecer objetivos realisticos em curto prazo e
longo prazo para o refinamento e substituicdo de estudos animais, pelo menos para
a toxicidade aguda oral, sendo os mesmos principios aplicaveis a toxicidade dérmica

e inalatoria.

Embora naquele momento os ensaios de citotoxicidade in vitro ainda nao
estivessem padronizados e validados, ou mesmo existissem protocolos otimizados e
modelos preditivos, estudos consistentes da literatura apontavam para uma
correlagdo positiva entre citotoxicidade in vitro e efeitos toxicos agudos in vivo, a
aplicacdo de métodos in vitro tinha um importante potencial. O documento final
concluiu que a proposta de Spielmann et al. (1999), na qual a citotoxicidade basal
medida em uma ou mais células ou linhagens celulares estava relacionada com a
toxicidade aguda in vivo, poderia ser rapidamente absorvida para otimizar a sele¢cao

da dose inicial nos testes da dose fixa, teste de classe e o teste “Up and Down”. Este
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procedimento reduziria significativamente o uso de animais, o que iria ao encontro

dos anseios da sociedade e comunidade cientifica.

Todavia, durante o evento também concluiu-se que a substituicdo de testes
em animais pelos ensaios in vitro ainda era prematura e necessitaria de muito mais
tempo para ser implementada. Conclusdes adicionais foram o desenvolvimento,
padronizacdo e a validacdo de métodos in vitro para a predicdo de toxicidade em
humanos ao invés de roedores a serem conduzidas como medidas a longo prazo.
Diante disso, os estudos de Ekwall (1999), denominado “Multicentre Evaluation of
Cytotoxicity in vitro” (MEIC), o qual investigava a correlacdo entre concentracoes
sanguineas letais agudas humanas e citotoxicidade basal em uma bateria de trés
linhagens celulares humanas, foram indicados como um dos estudos mais

promissores a serem validados e implementados.

A citotoxicidade basal é definida como “os efeitos adversos resultantes da
interferéncia com estrutura e/ou processos celulares essenciais para a sobrevida,
proliferacdo e/ou funcdo comum a todas as ceélulas do organismo” (VALADARES,
2006). A avaliacdo da citotoxicidade basal € importante, uma vez que as funcdes
celulares basais suportam as funcdes celulares 6rgaos-especificas. A citotoxicidade
basal é expressa como ICsy (concentracdo que inibe 50% das células quando
comparado as células controle ndo-tratadas), a qual pode ser matematicamente
calculada a partir da curva de concentracdo-efeito. Varios métodos aplicados para
testar a toxicidade geral sdo Uteis na toxicologia in vitro. Como regra geral, as
células sdo expostas a diferentes concentragdes de um produto quimico por um
dado periodo de tempo, sendo posteriormente a fungéo celular mensurada utilizando
diferentes alvos. Os ensaios mais freqientemente empregados para a avaliacdo de
citotoxicidade basal sdo, o teste de reducdo do tetrazolium MTT e o teste da
captacado do corante vital vermelho (VALADARES, 2006).

1.1.9 Mutagenicidade e Genotoxicidade

O DNA sofre alteragbes denominadas mutacdes, que podem ser causadas
por erros durante a duplicacdo do DNA, durante a divisao celular. O aparecimento de
mutacdes ocorre em todos 0s seres vivos, sendo um processo fundamental para a

evolucdo e diversidade das espécies. Muitas das mutacdes ndo implicam em
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mudancas detectaveis na atividade metabodlica da célula ou do organismo e,
portanto, passam despercebidas. Outras, porém, podem determinar a morte celular
e, por consequéncia, ndo sao, também, detectaveis. Dessa forma, apenas um
pequeno numero de mutacdes que ocorrem em genes especificos pode determinar
vantagens ou um crescimento desordenado das células (RIBEIRO; MARQUES,
2003).

Os chamados agentes mutagénicos sdo aqueles que alteram a seqUéncia de
bases no DNA, provocando a aceleragdo ou aumentam o0 aparecimento de
mutacdes, que estdo associadas ao desenvolvimento de neoplasias. Apds passar
por varias divisées, uma célula poderd acumular mutacdes que, se em numero
elevado, poderdo determinar a perda do controle de sua divisdo, determinando o
aparecimento do cancer (RIBEIRO; MARQUES, 2003).

Os agentes mutagénicos podem ser enddgenos (6xido nitrico, radicais livres
de oxigénio, nitrosaminas endégenoas), ocupacionais (produtos petroquimicos,
energia nuclear, producao de ferro e a¢o), dietéticos (mutdgenos naturais presentes
na dieta, mutagenos gerados durante o cozimento de alimentos, mutagenos gerados
no processo de preservacdo dos alimentos), radiacdo (exposicdo médica-raios X
para diagnostico e terapias, exposicdo ao lixo nuclear), poluicdo (efluentes
industriais, subprodutos da cloragdo da agua, emissdes por motores de veiculos,
pesticidas utilizados na agricultura, incineracdo de lixo), biologico (mutagenos
gerados por infecgcdes crbnicas por virus, bactérias ou parasitas) (RIBEIRO;
MARQUES, 2003).

A Genética Toxicoldgica avalia os efeitos genotdxicos em potencial, uma vez
gue sdo considerados pré-requisitos importantes para o desenvolvimento de efeitos
adversos a saude, como o cancer (RIBEIRO; MARQUES, 2003).

A toxicidade genética ndo é uma medida da carcinogenicidade, mas é
frequentemente usada como um indicador para o0 cancer uma vez que os testes de
mutagenicidade medem um evento inicial ou intermediario da tumorigénese,
havendo associacdo elevada entre respostas positivas em testes de toxicidade

genética e carcinogenicidade, tanto em roedores como no homem. Os testes de
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toxicidade genética sdo utilizados para uma avaliacdo do espectro toxicolégico de
compostos quimicos e medicamentos (RIBEIRO; MARQUES, 2003).

Um numero de testes de curta-duracdo esta disponivel para avaliacdo do
perigo genético. Esses modelos séo categorizados pelos indicadores biolégicos que
avaliam, ou seja: mutagdo génica, dano cromossdomico ou lesdo no DNA. A
associacdo intima desses indicadores bioldgicos, bem caracterizados e facilmente
quantificados, com os mecanismos conhecidos de ativacdo de protooncogenes ou
perda de funcdo de genes supressores de tumor, tem fortalecido a importancia dos
testes de genotoxicidade (RIBEIRO; MARQUES, 2003).

1.1.10 Ensaio do Cometa

O ensaio do Cometa (Single Cell Gel Electrophoresis assay (SCGE)) néo é
utilizado para detectar mutacdes, mas sim lesbes gendmicas que, apl0s serem
processadas, podem resultar em mutacdo. O ensaio avalia o dano ao DNA de
células simples baseado na migracdo do DNA desnaturado em um campo
eletroforético (OSTLING; JOHANSON, 1984; SINGH et al., 1988). Células individuais
ou nucleos sdo embebidos em agarose, lisadas para expor o DNA, tratado com
agentes alcalinos para desnaturar/relaxar o DNA, logo ap0s € realizada a
eletroforese para separar o DNA (TICE et al., 2000; HARTMANN et al., 2003). O
DNA é visualizado pela coloracdo de prata ou através de corantes fluorescentes.
Danos ao DNA contendo margens rompidas migram mais no gel que o DNA intacto,
criando uma imagem que lembra um cometa no céu. Quando realizado sob
condicbes alcalinas, o ensaio do cometa detecta (mas ndo distingue entre) dupla-fita
qguebrada, fita-simples quebrada, sitios sensiveis a alcalinidade (fitas-simples
quebradas), reparo de excisdo incompleto (dupla-fita quebrada), interacdes DNA-
DNA e interacfes proteinas-DNA. A especificidade do ensaio do cometa pode ser
aumentada para investigar tipos especificos de danos ao DNA pela adicdo de
enzimas modificadoras do DNA. Enzimas que tém tido sucesso estdo sendo
utilizadas no ensaio do cometa, como a Mut M (Fpg) para danos oxidativos, AIKA
para danos de alquilacdo, Endo Il para pirimidinas oxidadas e Proteinase K para
interacbes DNA-proteinas. O teste do cometa pode ser utilizado também para

estudos de reparo do DNA, trazendo informa¢des importantes sobre a cinética e o
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tipo de leséo reparada, embora nao possibilite inferir fidedignidade do processo de

reparo.

Por sua simplicidade e relativo baixo custo, o teste do cometa € promissor
para avaliacdo de produtos quimicos em larga escala. O teste pode ser utilizado
para distinguir entre danos genotoxicos ou citotdxicos, in vitro, ou entre cancerigenos
de acdo genotoxica ou nao genotdxica, in vivo de um composto quimico ou
industrial. Andlises podem incluir organismos, tecidos ou cultura dos quais uma
célula simples ou o nudcleo possa ser isolado. O cometa resultante do DNA é
analisado visualmente pela estimativa da extensao do dano ao DNA ou medida do
tamanho da cauda. Ferramentas para analise de imagens estdo disponiveis para
analisar os varios parametros do cometa, incluindo a percentagem de migracdo do
DNA e tamanho da cauda. O teste do cometa pode integra as baterias de testes in
vitro/in vivo usadas para fins de regulamentacédo de produtos quimicos, uma vez que

se encontra validado para este fim (TICE et al., 2000).

1.1.11 Ensaio do Micronucleo

O teste do micronucleo € o ensaio in vivo mais amplamente utilizado para
deteccdo de agentes clastogénicos (que quebram cromossomos), e de agentes
aneugénicos (que induzem aneuploidia ou segregacdo cromossOmica anormal)
(MACGREGOR et al.,, 1987). Os micronucleos sao estruturas presentes no
citoplasma de células em divisdo, que possuem caracteristicas cromatinicas
semelhantes as do nucleo principal e sédo formados por fragmentos acéntricos ou por
cromossomos inteiros que se atrasam durante a anafase. Eles aparecem nas
células-filna em decorréncia de danos induzidos nas células parentais. Os
fragmentos cromossémicos que resultam de quebras, podem nao ser incorporados
no nudcleo principal das células-filha apés a mitose. Uma membrana nuclear se
formara em volta do fragmento, que sera visivel como um pequeno (micro) ndcleo
separado do nucleo principal da célula. Os micronucleos podem ser formados a
partir de um cromossomo inteiro, quando ocorre dano no aparelho mitético da célula,
ou no proprio cromossomo. Nesta situacdo, o micronucleo ira conter o centrémero
do cromossomo, o qual pode ser detectado utilizando-se sondas especificas
(RIBEIRO; MARQUES, 2003).
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Dentre os testes de avaliagdo de genotoxicidade preconizados pelas agéncias
internacionais e instituicdes governamentais, o teste de micronicleo em medula
0ssea de roedores in vivo € amplamente aceito e recomendado para a avaliacdo e o
registro de novos produtos quimicos e farmacéuticos que entram anualmente no
mercado mundial (CHOY, 2001; RIBEIRO; MARQUES, 2003).

Os micronucleos originam-se de fragmentos cromossémicos acéntricos,
produzidos por quebras cromossdémicas, ou ainda de cromossomos inteiros que
sofrem retardo em relacdo aos demais, durante a migracéo para os polos da célula
em anéfase durante a divisdo celular. A avaliagdo da incidéncia de micronucleos
vem sendo amplamente utilizada para detectar dano cromossémico estrutural. Evans
et al. (1959) usaram a frequéncia de micronucleos para medir o dano citogenético
induzido em plantas por irradiacbes. HoOgstedt e colaboradores (198la, b)
demonstraram in vivo a acéo citogenética de diversas substancias no esfregaco de
medula 6ssea por meio do teste de microndcleos. Na década de 70, o teste de
micronucleos tornou-se viavel e confiavel através do estudo de eritrécitos
policromaticos da medula 6ssea em camundongos, passando a ser um dos mais
Uteis indicadores de dano citogenético na medula 6ssea (HEDDLE, 1973; SCHMID,
1975).

Mais recentemente, o teste de microniucleo emergiu como um dos métodos
recomendados para avaliar os danos do cromossomo, uma vez que este método
permite a avaliacdo confiavel tanto da perda quanto da ruptura do cromossomo,
(FENECH, 2005). Consequentemente, a comparacao da frequéncia de micronucleos
entre populacdes de células em divisdo s6 seria segura quando a cinética de divisdo
nuclear, pos o dano ao DNA, fosse idéntica (FENECH et al.,1997).

1.2 Produtos naturais

Desde o inicio da colonizacéo brasileira, o interesse pelos produtos naturais
originados de plantas nativas tem sido despertado e explorado. Atualmente, novos
seres vivos, além das plantas, vém sendo alvo de exploracdo para a descoberta de
novos produtos naturais com propriedades medicinais, como por exemplo, 0s
animais marinhos, especialmente as esponjas (PEREIRA; SOARES-GOMES, 2002).
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A importancia dos produtos naturais ultrapassa os limites de simples exploragéo da
natureza (GOTTLIEB; KAPLAN, 1983).

O Brasil possui a maior biodiversidade do mundo, estimada em cerca de 20%
do numero total de espécies do planeta. Esse imenso patrimbnio genético, ja
escasso nos paises desenvolvidos, tem na atualidade valor econémico-estratégico
inestimavel em véarias atividades, mas € no campo do desenvolvimento de novos
medicamentos onde reside sua maior potencialidade A intensidade dessa afirmacao
é facilmente observada quando se analisa o numero de medicamentos obtidos direta
ou indiretamente a partir de produtos naturais (PANDEY, 1998; CRAGG et al., 1998;
VERPOORTE, 1998; SHU, 1998; HARVEY, 2000; De SMET, 1997). A terapéutica
moderna composta por medicamentos com acdes especificas sobre receptores,
enzimas e canais ibnicos nao teria sido possivel sem a contribuicdo dos produtos
naturais, notadamente das plantas superiores, das toxinas animais e dos
microrganismos (VERPOORTE, 1998).

Embora menos da metade da biodiversidade mundial tenha sido estudada,
140 mil metabdlitos intermediarios, oriundos, sobretudo de plantas superiores e de
microrganismos, foram isolados e caracterizados, mas ainda ndo foram avaliados
biologicamente (VERPOORTE, 1998). O interesse pela biodiversidade para a
produgédo de medicamentos aumentou sensivelmente com a conclusao do genoma
humano, uma vez que 0 numero de possiveis alvos terapéuticos aumentou

sensivelmente com esses novos conhecimentos.

Gracgas aos produtos naturais, incluindo as toxinas extraidas de animais, de
bactérias, de fungos ou de plantas, os cientistas puderam compreender fenbmenos
complexos relacionados a biologia celular e molecular e a eletrofisiologia, permitindo
que enzimas, receptores (como exemplo, receptores nicotinicos), canais iGnicos e
outras estruturas bioldgicas fossem identificados, isolados e clonados. Isso
possibilitou a industria farmacéutica desenhar drogas dotadas de maior seletividade
e também mais eficazes contra varias patologias de maior complexidade. Além
disso, os produtos naturais sdo usados como matéria-prima na sintese de moléculas
complexas de interesse farmacolégico. Atualmente, as maiores industrias
farmacéuticas mundiais possuem programas de pesquisa na area de produtos

naturais, pois oferecem vantagens como: grande quantidade de estruturas quimicas,
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muitas delas, complexas; muitas classes de estruturas homologas; estruturas
quimicas bi e tridimensionais; possibilidade de utilizacdo como banco de moléculas
para ensaios de alta velocidade; economia de tempo e recursos; fonte de pequenas
moléculas para alvos moleculares complexos e, mais importante, capazes de serem

absorvidas e metabolisadas pelo organismo (SHU, 1998).

Existem, todavia, problemas que dificultam o aproveitamento da
biodiversidade para o desenvolvimento de novos medicamentos. Os principais sao:
falta de leis especificas para o acesso a biodiversidade; grande complexidade das
moléculas isoladas a partir de produtos naturais, que as vezes dificulta sua sintese;
0 tempo necessario para o descobrimento de moléculas lideres as vezes é longo; a
descoberta pode ser dispendiosa; poucas bibliotecas de compostos naturais estédo
disponiveis; existem poucas informacfes com relacdo a estrutura-atividade desses
compostos; freqientemente, moléculas ja conhecidas com pouco interesse, sao
isoladas de produtos naturais; 0s quimicos sintéticos muitas vezes sao relutantes em
trabalhar com produtos naturais (STROBL, 2000).

1.3 Histérico do uso de produtos naturais

Antigos egipcios, que se desenvolveram na arte de embalsamar os cadaveres
para guarda-los da deterioracdo, experimentaram muitas plantas, cujo poder curativo
descobriram de outras civilizagbes, crescendo, dessa forma, a fitoterapia. O papiro
descoberto por Ebers em 1873 esta repleto de receitas médicas em que entravam
plantas em misturas com outras substancias. Os assirios incluiam em seu receituario
nada menos do que 250 plantas terapéuticas, entre as quais, 0 acafrdo, a assa
fétida, o cardamomo e a papoula. Hipécrates (460-361 a.C.), da Grécia, considerado
0 pai da medicina, empregava centenas de drogas de origem vegetal. Teofrasto
(372-285 a.C.) em sua historia das plantas, catalogou cerca de 500 espécies
vegetais. Crateus, que viveu no século | a.C., publicou a primeira obra de que se tem
conhecimento na histéria -O Rhizotomikon- sobre plantas medicinais com ilustracdes
(BALBACH, 1974).

Além desses, muitos outros como Dioscorides, Plinio e os arabes Abd-Allah
Ibn Ab-Bailar e Avicena, produziram obras valiosissimas, nas quais catalogaram e

descreveram numerosas espécies vegetais Uteis a medicina (NEVES, 1982).
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Galeno, na Idade Média, descreveu um herbario medicinal chamado de Alfabetum
Galieni, no qual cerca de 300 vegetais, minerais e animais sao descritos (HALLEUX-
OPSOMER, 1982).

Na Idade Moderna, a medicina chinesa é a que mais se destaca. As primeiras
investigacdes de farmacologia de ervas chinesas comecaram em 1918, por um
jovem chinés de Pequim, K. K. Chen, que se interessou pelas propriedades do 6leo

essencial do cinnamon chinés (GRIFFIN, 1979).

O interesse pelas plantas uUteis no Brasil remonta desde os tempos coloniais,
até mesmo com tratados volumosos, como o de Gabriel Soares de Souza (1587) e a
obra de Piso (1658). Desde os primeiros dias em sua estada no Brasil, os
colonizadores tentaram obter informacfes sobre plantas medicinais locais
(GOTTLIEB; MORS, 1978).

1.4 Fitoterapicos

A fase seletiva da fitoterapia comecou praticamente com Schmiedeberg
(1839-1921) e seus inumeros discipulos (GOMES, 1972).

Um emprego importante da biodiversidade refere-se a producdo dos
fitomedicamentos, também conhecidos como fitoterapicos. Esses medicamentos
constituem-se em preparacdes contendo extratos padronizados de uma ou mais
plantas, hoje amplamente comercializados em paises pobres ou ricos. De acordo
com a definicdo proposta pela OMS, os fitomedicamentos s&o substancias ativas
presentes na planta como um todo, ou em parte dela, na forma de extrato total ou
processado. Os constituintes responsaveis pela atividade farmacolégica sdo, em
geral, pouco conhecidos e se acredita que a acdo farmacoldgica desses produtos
envolva a interacdo de inUmeras moléculas presentes no extrato (CALIXTO, 2000).

Nas ultimas décadas, houve um aumento expressivo no mercado mundial dos
fitomedicamentos, especialmente nos paises industrializados. Os paises europeus,
especialmente a Alemanha, os paises asiaticos e 0os Estados Unidos, possuem 0s
principais mercados consumidores desses medicamentos (CALIXTO, 2000;
GRUNWALD, 1995). O mercado brasileiro de fitomedicamentos atingiu, em 2001,

cerca de US$ 270 milhdes correspondendo a 5.9 % do mercado brasileiro de
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medicamentos, maior, portanto, que a comercializagdo dos medicamentos geneéricos
que foi de R$ 226 milhdes (5% do mercado global brasileiro) (CALIXTO, 2000).

Com a aprovacédo e a entrada em vigor da lei de propriedade industrial no
Brasil no final da década de 90, varias industrias farmacéuticas nacionais
estabeleceram parcerias com o setor académico, visando o desenvolvimento de
fitomedicamentos, tendo por base a Resolugdo numero 17 de 24/02/2000 da
ANVISA, que estabelece as normas para 0 registro e a comercializacdo desses
medicamentos. No Brasil, o registro de um fitomedicamento necessita de estudos
cientificos para a comprovacdo da qualidade, da eficacia e da seguranca de uso.
Uma das poucas iniciativas por parte do governo federal, visando estimular o uso da
biodiversidade brasileira para a producdo de medicamentos, foi o programa de
pesquisa em plantas medicinais, idealizado e financiado pela Central de
Medicamentos (CEME), que teve seu inicio na década de 80. Contudo, com a
extingcdo da CEME, ocorrida no final dos anos 90, praticamente pouco restou dessa
iniciativa pioneira em nosso pais que, sem duavida, deveria ter continuado.
Entretanto, o programa permitiu o surgimento de varios grupos de pesquisas,
especialmente nas areas de farmacologia pré-clinica, toxicologia e de farmacologia
clinica interessados no estudo das plantas brasileiras. Comparado ao
desenvolvimento de um novo medicamento sintético, que envolve vultosas somas de
recursos, o desenvolvimento de um fitomedicamento requer menos recursos, e
também menor tempo de pesquisa. Com base no vasto conhecimento popular ja
existente para o uso de muitas plantas medicinais, estima-se que 0s custos para o
desenvolvimento de um fitomedicamento ndo devem ultrapassar 2 a 3 % daquele
previsto para o desenvolvimento de um novo medicamento sintético. Esses valores
sdo compativeis com o atual estagio de desenvolvimento das industrias
farmacéuticas nacionais (CALIXTO, 2000).

O grande desafio para o aproveitamento racional da biodiversidade brasileira
visando a producdo de medicamentos €, sem duvida, como transformar um imenso
patrimdnio genético natural em riquezas, criando industrias de base tecnoldgica e

gerando empregos qualificados (CALIXTO, 2000).

E bastante claro, para o Brasil, a importancia das plantas medicinais,

considerando-se a enorme populacdo ocupante no imenso territério do pais e seu
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nivel de renda, que nem sempre tem acesso aos medicamentos industrializados.
Para essa populacdo, os fitoterapicos desempenham um papel fundamental na
manutencdo das condi¢cdes de saude e cura de seus males (LAINETTI; BRITO,
1980).

O problema da qualidade dos fitoterdpicos no Brasil vem sendo apontado ha
muito tempo. Para a manutencéo e fortalecimento da industria farmacéutica regional,
considera-se necessaria a melhoria da qualidade destes produtos, atendendo as
exigéncias crescentes dos consumidores e dos 6rgdos de fiscalizacdo. E preciso que
as pessoas atuantes nessas areas tenham a consciéncia de que produtos para uso
terapéutico devem ser tratados de maneira diferenciada e responséavel. Colocar no
mercado produtos de seguranca e eficacia estabelecidas € um principio ético que

deve nortear a producao de medicamentos (FARIAS et al., 1985).

A qualidade de um produto é dada por um conjunto de fatores que incluem
desde a matéria-prima, controle do processamento e controle da forma farmacéutica,
até a bula, a embalagem e a propaganda. Todos esses fatores podem afetar a
seguranca e eficacia do produto, causando prejuizos ao consumidor (FARIAS et al.,
1985).

A qualidade das formulagbes farmacéuticas estd intimamente ligada a
qualidade da matéria-prima. No caso de fitoterapicos, a analise de insumos vegetais
€ relativamente simples; os extratos e formas farmacéuticas derivadas requerem
analises mais sofisticadas, principalmente quando contém misturas de drogas
vegetais. Nesses ultimos, a autenticidade do produto € dada exclusivamente pela
sua composicao quimica (FARIAS et al., 1985).

Na analise de matérias-primas os problemas mais freqientes sdo as
adulteracdes, a ndo uniformidade da composicao quimica e as contaminacoes. Eles
sdo decorrentes, em grande parte, da atual forma de exploragdo das plantas
medicinais e da falta de controle de qualidade. De um modo geral, sdo utilizadas
plantas silvestres, de acordo com as necessidades dos laboratorios, sem épocas ou
locais definidos de coleta. Através do cultivo de plantas medicinais muitos desses
problemas poderiam ser contornados, entretanto essa préatica ainda € pouco usual
em nosso meio (FARIAS et al., 1985).
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Grande parte das drogas vegetais comercializadas em nosso meio nédo consta
em nenhuma Farmacopéia ou apenas na Farmacopéia Brasileira | (SCHENKEL,
1983). Essa farmacopéia data de 1926, sendo anterior ao desenvolvimento das
técnicas cromatograficas, atualmente indispensaveis para o controle de qualidade de
fitoterapicos. Em decorréncia, para muitas dessas drogas, as normas farmacopéicas
de identificacdo e qualidade atém-se a identificacdo botanica da matéria-prima, o
que, isoladamente, ndo garante a qualidade dos produtos. Muitos desses vegetais
foram posteriormente estudados quimica e farmacologicamente: esses trabalhos
encontram-se publicados em revistas especializadas ou em monografias e podem
ser utilizados como recurso na elaboracdo de técnicas apropriadas de controle de
qualidade. Também para a elaboracdo de bulas, processos de licenciamento e
desenvolvimento de produtos séo indispensaveis o acompanhamento dos trabalhos
realizados ou em andamento. A pesquisa na area de plantas medicinais tem
importancia relevante, especialmente para as industrias farmacéuticas locais e nao

pode ser ignorada pelas mesmas (FARIAS et al., 1985).

1.5 A Planta

1.5.1 Alpinia zerumbet

A subclasse Zingiberidae inclui duas grandes ordens: Bromeliales e
Zingiberales. Na ordem Zingiberales, estdo incluidas as familias Musaceae,
Lowiaceae, Cannaceae, Marantaceae e Zingiberaceae (Di STASI, 2002). A familia
Zingiberaceae é a maior da ordem Zingiberales, constituida de 53 géneros e mais de
1.200 espécies nativas de regides tropicais, especialmente do sul e sudeste da Asia
(CRONQUIST, 1981), expandindo-se através da Africa tropical até a América do Sul
e Central (TOMLINSON, 1969), além das llhas do Pacifico e Australia (KRESS et al.,
2005). Suas espécies, principalmente da floresta primaria, com meédia e baixa
elevacdo, crescem em hébitats sombreados ou semi-sombreados, ricos em humus e
formam grupos com troncos de tamanhos que variam de 1-3m, embora algumas
espécies ao leste da linha Wallace possam crescer muito mais (DAHLGREN et al.
1985; KRESS et al., 2005). Alpinia regia R. M. Sm. de Moluccas e A. Boia Seem das

llhas Fiji, por exemplo, podem alcancar mais de 8m de tamanho. Algumas espécies
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sao encontradas em florestas montanhosas com mais de 2.000 m acima do nivel do
mar na Nova Guiné e Sulawesi. Entretanto, muito poucas séo tolerantes as geadas
(KRESS et al., 2005).

Alpinia € o maior género da familia, com mais de 200 espécies (CRONQUIST,
1981) e ocorre na Malasia e nas ilhas do Oceano Pacifico (DAHLGREN et al., 1985).
A espécie estudada, Alpinia zerumbet (Pers.) Burtt & Smith, muito cultivada pela
beleza de suas flores (JOLY, 1993), é conhecida pelos nhomes vulgares de colbnia,
paco-seroca, cuité-acu, pacova (ALMEIDA, 1993), gengibre-concha (LORENZI,
SOUZA, 1995), cardamomodo-mato, cardamomo-falso, cana-do-brejo, cana-domato
e paco-seroso (MACHADO, 1996).

Alpinia zerumbet é uma planta herbacea, ligeiramente aromatica, rizomatosa,
robusta, perene, com colunas de 2 a 3 metros de altura, lisas, verde-claras,
agrupadas em touceiras (Figura 1). As folhas sédo simples, lanceoladas, oblongas,
pontudas, invaginantes (que abracam o caule), dispostas disticamente, com larga
bainha na base e ligula desenvolvida, verde-luzidias, com margens ciliadas com
cerca de 50 a 70 cm de comprimento sobre 10 a 12 de largura e apresentam
nervuras paralelas (Figura 2). As flores sé@o ligeiramente aromaticas, dispostas em
cachos grandes, protegidas por bracteas vistosas, hermafroditas, zigomorfas,
terminais pendentes, amarelo-réseas com trés lobos e um grande labio
(caracteristica da familia Zingiberaceae) (Figura 2). Androceu composto de um unico
estame fértil com grande antera e um numero variavel de estaminddios, em geral
quatro, grandes e petaldides, que desempenham a funcdo de atracdo da flor
(CAMARGO, 1998; ALICE et al., 1995; PANIZZA, 1998). O fruto € uma capsula
globosa, com dois centimetros de diametro e abriga diversas sementes. A
propagacao de Alpinia se da por meio da divisdo dos rizomas (FLORES & FOLHAS,
2008).

Muitas espécies da familia tém valor econdbmico fornecendo alimentos
(féculas dos rizomas), perfumes, condimentos de propriedades aromaticas, corantes,
fibras e papel (TOMLINSON, 1969). Zingiber officinale Rosc., vulgarmente conhecido
como gengibre, é utilizado para fins medicinais e como condimento (JOLY, 1993).
No aspecto ornamental destacam-se o0s géneros Zingiber, Alpinia, Nicolaia,

Hedychium e Kaempferia pela beleza da folhagem e da inflorescéncia (WINTERS,
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1995). A espécie A. purpurata (Vieill.) K. Schum.) é importante planta ornamental
usada em vasos, paisagens e como flores de corte (KRESS et al., 2005).

Figura 1 - Foto ilustrativa de um espécime de  A. zerumbet, na época de floracéo

Figura 2 - Foto ilustrativa das flores de  Alpinia zerumbet, evidenciando a estrutura

interna da flor e tipo de coloracdo nas fotos em de  talhe

A coldnia foi trazida para o Brasil no século XIX para o Jardim Botanico do Rio
de Janeiro, onde recebeu o nome de flor-da-redengédo e bastdo-do-imperador, o

qual, segundo se admite, deve-se ao fato de terem sido usadas as flores dessa



35

planta para presentear a princesa Isabel, logo apds ter assinado a Lei Aurea, em 13
de maio de 1888 (CAMARGO, 2008).

E cultivada como planta ornamental devido a fragrancia de suas flores e

folhas e empregada em rituais religiosos afro-brasileiros (CAMARGO, 2008).

Atualmente é empregada na medicina popular ao redor do mundo, devido as
suas propriedades antiinflamatorias, bacteriostaticas e fungiostaticas (ZOGHBI et al.,
1999; ITOKAWA et al.,, 1981a; ITOKAWA et al., 1981b; ITOKAWA et al., 1987). O
cha preparado com as folhas, flores ou raizes tem sido usado no tratamento caseiro
da hipertensdo (LORENZI; MATOS, 2002), sendo, também relacionada como
espécie calmante (CAMARGO, 2008).

Segundo Almeida (1993), as propriedades medicinais da espécie estao
relacionadas as folhas, flores e rizomas, sendo consideradas depurativas, diuréticas,
anti-histéricas, estomaquicas e vermifugas. Existem relatos de atividade anti-
helmintica de Alpinia sp (SUZUKI et al., 1996). E ainda, utilizada por lavradores da
regido de Ribeirdo Preto (SP) no tratamento de reumatismo e males cardiacos
(CARLINI, 1972).

A espécie tem sido largamente estudada em relacdo as suas propriedades
farmacoldgicas. Os estudos com o cha das folhas da colbnia realizado por
Mendonca et al. (1991) e Laranja et al. (1992) confirmam o seu efeito hipotensor. Os
estudos realizados por Fonteles e Oliveira (1984 apud ALMEIDA, 1993) revelaram
resultados significativos quanto ao efeito diurético, entretanto, 0s mesmos nao foram
obtidos por Laranja et al. (1992). Santana et al. (1966) mostraram acao
antiinflamatdria capaz de inibir processos edematosos. A coldnia tem sido também
estudada em relacao as atividades antifungicas (LIMA et al., 1993) e antibacterianas,
além da producdo de inseticidas a partir dos Oleos essenciais da flor (MORITA,
1992). Foram isolados dos rizomas de A. zerumbet derivados de dehidrokawaina
com atividade antiplaquetaria (TENG et al., 1990). Os compostos isolados dos
rizomas de A. zerumbet, dihidro-5,6-dehidrokawaina, e 5,6-dehidrokawaina sdo os
responsaveis pela atividade protetora da mucosa gastrica e duodenal em modelos
de Ulceras induzidas experimentalmente em roedores (HSU, 1987). A analise

fitoquimica de A. zerumbet, através de cromatografia de camada delgada,
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demonstrou a presenga de taninos catéticos, fenois e alcaldides, além de Oleo
essenciaill (MENDONCA et al.,, 1991). A composicdo quimica dos 0Oleos essenciais
encontrados na folha e no rizoma da espécie foi estudada por Fujita e Yamashita
(1973) e por De Pooter et al. (1995). O dleo essencial extraido das folhas de colénia
apresentou atividades relaxantes e antiespasmaodicas no ileo de ratos (BEZERRA et
al.,, 2000). Essa atividade anti-espasmodica € provocada por moléculas de
sesquiterpenos presentes nos extratos metanodlicos dos rizomas e das folhas de A.
zerumbet e A. japonica, como o B-eudesmol, nerolidol, epéxido de humulene 1l e 4a-
hidroxidihidroagarofurano (MORITA et al.,, 1996). Elaawely et al. (2007a)
observaram que existem trés diferentes produtos (6leo essencial, dihidro-5,6-
desidrokawaina (DDK) e compostos fendlicos) que podem ser obtidos das folhas e
do rizoma da A. zerumbet. Os compostos fendlicos e o DDK apresentaram forte
atividade antioxidante. Posteriormente, os mesmo autores isolaram 6leo essencial,
compostos fendlicos e DDK de flores e sementes de A. zerumbet e mostraram que
esses compostos também apresentavam atividade antioxidante (ELAAWELY et al.
2007Db).

A administracdo de extrato hidroalcoolico de A. zerumbet produziu excitacao
psicomotora, contorgdes, hipocinese, além de prolongar o tempo de sono (Di STASI,
2002). Estudos toxicologicos (agudos e cronicos) com extratos etandlicos de A.
galanga foram realizados e demonstradas mudancas intensas no ganho de peso e
aumento da motilidade e contagem de espermatozéides (QURESHI et al., 1992).

No nordeste brasileiro, bem como na regido amazbnica, o cha obtido por
infusédo da folha tem sido utilizado pelo efeito cardiovascular e hipotensor (Di STASI,
2002). Entre outros efeitos da medicina popular, verificam-se as propriedades
calmante, antiasmatica, diurética e anti-hipertensiva (MATOS, 1987). Seu emprego
sob a forma de ch& ou infusdo é generalizado entre os cardiacos e hipertensos
(MATOS, 1988). A posologia normal e popular é de 4g da folha para 250 mL de
agua fervida, no tratamento da hipertensao, da asma, dispnéias e hidropsias (barriga
d’agua). Utiliza-se de 2-3 xicaras do cha por dia (MATOS, 1987).

Embora o uso da maioria das plantas medicinais ndo traga prejuizos aos
usuarios, o risco de intoxicagcdo sempre existe, principalmente se néo for utilizado de

maneira correta. Dai a constante necessidade de avaliacdo das propriedades
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atribuidas as plantas com vistas a sua confirma¢do ou invalidacdo, além do
estabelecimento da toxicidade e as doses em que essa toxicidade se torna perigosa
a saude humana e de animais (MATOS, 1988). Com intuito de esclarecer os efeitos
farmacoldgicos da planta e sugeri-la como possivel fitoterapico, realizamos o teste
de toxicidade aguda pela determinacdo da dose letal para 50% dos animais (DLsp)
do extrato aquoso bruto por via oral em camundongos, uma vez que esse
conhecimento é exigido pela ANVISA para que o produto seja registrado como
fitomedicamento. A auséncia de dados toxicologicos e 0 uso popular generalizado
do ch& de colénia foram os motivos principais que motivaram a execugcdo deste

trabalho.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

v Estabelecer o perfil toxicolodgico do extrato aquoso liofilizado dissolvido

em agua destilada de Alpinia zerumbet.

2.2 Objetivos especificos

v' Determinar se o 6leo essencial e 0 extrato aquoso de Alpinia zerumbet
séo citotéxicos para HL-60, K-562, CEM, MDA-MB-435, MDA-MB-231,
HCT-8, PC-3, SF-295 e B16;

v' Determinar se o 6leo essencial e 0 extrato aquoso de Alpinia zerumbet

sdo hemoliticos;

v" Determinar a DLsp do extrato aquoso de Alpinia zerumbet dissolvido em

agua destilada;

v' Determinar se o 6leo essencial e 0 extrato aquoso de Alpinia zerumbet

tém acdes genotoxicas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Equipamentos

v Agitador de placa, MLW Modelo Thys 2".

v Agitador de tubo, Donner AD 8850".

v Banho-maria, DELLTA Modelo 105Di".

v' Centrifuga Centimicro, FANEN Modelo 212".

v' Centrifuga Excelsa Baby, | FANEN Modelo 206".

v' Centrifuga de placas, Eppendorf Modelo Centrifuge 5403".
v Centrifuga de laminas, Shandon Southern Cytospin"”.

v" Deionizador de &gua Milli-Q, Milipore".

v' Espectrofotdmetro de placaDTX-880, Beckman Coulter”.

v' Incubadora de células, (CO, Water-Jacket Incubator) NUAIRETS

Autoflow".
v" Fluxo laminar, VECO".

v High Throughput Screening (HTS)/ Laboratory Automation Workstation,
Biomek 3000, Beckman Coulter”.

v' Maquina fotogréfica digital, Olympus C-7070".

v Microondas, Panasonic”.
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v" Microscépio Optico, Metrimpex Hungary/ PZO-Labimex Modelo Studar

lab".
v" Microscépio 6ptico de inverséo, Nikon Diaphot”.
v" Microscépio de fluorescéncia.
v' Micrétomo, Slee Mainz".
v" PHmetro, Micronal B474",
v Pipetas automaticas, Gilson".

v Sistema de Eletroforese Horizontak mini Submarine, Amershan

Bioscience".
3.1.2 Solucdes
v' Agarose 1%
« 0,59 de agarose (FMC-Bioproducts")
« Agua deionizada g.s.p. 50mL
v' Agarose LMP 1,5%
« 1,59 de agarose (Gibco")
e PBSg.s.p 100mL
v' Agarose NMP 0,5% (Gibco")
« 0,59 de agarose (Gibco")
e PBSg.s.p 100mL
v' Azul de Tripan 10% (Vetec")
* 10mg de azul de tripan

* PBS qg.s.p. 100mL de solucao



v" Brometo de Etidio 100pg/mL(Sigma”)
* 1mg de brometo de etidio
* PBS qg.s.p. 10mL de solucéao

v' Eosina 0,5% (Doles")

0,5g de Eosina (Doles")

80mL de alcool etilico

* 0,5mL de acido aceético
« Agua deionizada g.s.p 20mL
v' Formaldeido 10% (Dinamica”)
« 100mL de formaldeido (Dinamica")
« Agua deionizada q.s.p. 1L
v" Hematoxilina 0,1% (Doles")
« 0,59 de hematoxilina (Doles")
« 10mL de Glicerina (Labsynth")
« 25g de sulfato de alumfnio (Labsynth")
« 0,1g de iodeto de potassio (Labsynth")
« Agua destilada g.s.p. 500mL solucdo
v MTT (Sigma"”)
« 20mg de MTT (Sigma")
* PBS qg.s.p. 100mL solugao

v Solucao fisiolégica Ringer-lactato (Laboratérios Biosintética")



v" Solucao de eletroforese
« EDTA 1mM, NaOH 300mM pH>13

v' Solucao de lise

NaCl 2,5M

« EDTA 100mM

e Tampao tris 10mM

* N-Lauroylsarcosine 1% pH10

e Triton X-100 1%

DMSO 10%
v' Solucao de neutralizacao
 Tampéao tris 0,4M pH 7,5
v' Soro Fetal Bovino (SFB) (Cultilab™)
v' Solucéao salina (para hemolise)
« 8,5g Cloreto de sédio (0,85%) (Labsynth”)
« 1,119 Cloreto de Calcio (10mM) (Reagen”)
« Agua destilada g.s.p. 1L solugéo
v' Tampao de corrida 50 X (TAE)
o 2429 Tris
» 57,1mL acido acético glacial
 100mL EDTA 0,5M

v' Tampao fosfato de sédio (PBS)

42
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8,7669 cloreto de sédio (Labsynth")

2,149 NaHPO,.7H20 (Labsynth")

0,276g NaHPO,4.H20 (Labsynth")
« Agua destilada g.s.p. 1L solucéo (pH 7,2)
v' Tampao Tris (TBS) 10 X
« Cloreto de sédio 1,5M (Labsynth")
e Tris0,5M pH 7,6
« Agua destilada g.s.p.
v Tripsina 0,25%
« 50mL de tripsina 2,5% (Cultilab")
« 0,125g EDTA (Proquimios”)
+ 450mL PBS
v Xilol 10%
« 100mL formaldeido
« Agua destilada q.s.p. 1L
3.1.3 Reagentes e Farmacos
v' Acido acético glacial (VETEC")
v Acido cloridrico (VETEC")
v Alcool etilico (VETEC")
v' Corante de Leishman (Cinética")

v Cloreto de célcio (Labsynth™)
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v' Cloreto de sédio (Labsynth")
v' Dimetilsulféxido (DMSO) (VETEC")
v' Doxorrubicina-fornecida pelo Instituto do Cancer do Ceara (Sigma"”)
v EDTA (Qeel")
v' Estreptomicina 10mg/mL (Cultilab")
v Ficoll (Sigma")
v Fitohemaglutinina (Sigma")
v Hidréxido de sédio (VETEC")
v" Meio de cultura de células RPMI 1640 (Cultilab™)
v" N-Lauroilsarcosina (Sigma")
v Penicilina-estreptomicina (Cultilab")
v" Penicilina 10.000 U.l./mL (Cultilab")
v' Resazurina (Sigma")
v Triton X-100 (Isofar")
3.1.4 Modelos Bioldgicos
v' Camundongos albinos (Mus musculus) da linhagem Swiss.

Este projeto, com o n° 77/08, foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Universidade Federal do Ceara e conduzido de acordo com a resolucdo 196/96

do Conselho Nacional de Saude.

Os animais, camundongos Swiss (Mus musculus), machos e fémeas, foram
obtidos do Biotério Central da Universidade Federal do Ceara, com cerca de 3
semanas de idade e pesando cerca de 18g. Foram acondicionados em caixas de

polipropileno autoclavaveis, 303 x 193 x 126 mm, com tampa grade em aco. Os
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animais receberam agua da rede publica (filtrada) ad libitum e foram alimentados
com racdo comercial (em todas as idades) fornecida também ad libitum, que atende
as recomendacoes do National Research Council e National Institute of Health -
Estados Unidos. A temperatura do ambiente foi mantida constante, cerca de 25

+2°C, com fotoperiodo de 12h de claro e 12h de escuro.
v Linhagens Celulares tumorais mantidas em cultura (Tabela 1).

v’ Linfécitos murinos isolados de camundongos sadios.

3.2 Preparacdo do 6leo essencial e do extrato aquos o liofilizado utilizado no

tratamento

Folhas frescas de A. zerumbet foram coletadas no sitio Vila Nova, localizado
no distrito de Ladeira Grande, no municipio de Maranguape. A exata localizacao
encontra-se a 3°59'26.49” de latitude sul e a 38°42°'59.10” de longitude oeste. A
identificagdo botanica da planta encontra-se no Herbario Prisco Bezerra-EAC da
Universidade Federal do Ceara sob o numero 41.041.

Os constituintes de um 06leo essencial em particular podem ser separados por:
destilacao fracionada a pressao reduzida, cristalizagcdo ou cromatografia.

O oleo essencial foi isolado através da técnica do arraste de vapor. A técnica
de extracdo pelo arraste de vapor permite a separacdo de componentes volateis,
sem necessidade de temperaturas elevadas, evitando-se assim, a sua
decomposicdo térmica. Em laboratorio, a técnica € realizada por meio de um
sistema de destilagdo simples, adaptado com um funil de adigcéo, através do qual
agua é adicionada constantemente, permitindo assim, que o nivel da agua no frasco
de destilacdo permaneca constante (UNIVERSIDADE DE BRASILIA, 2008).

O extrato aquoso de A. zerumbet foi preparado a partir de 1,5 g de folhas
frescas, previamente cortadas, pesadas e empacotadas em sacos apropriados para
producéo de cha. Cada saco foi imerso em 200 mL de agua destilada em ebuli¢do e
mantido abafado por 5 minutos. O cha produzido foi liofilizado no mesmo dia para a

realizacdo dos testes.
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3.3 Ensaio de citotoxicidade pelo MTT (3-(4,5-dimet iltiazol-2-yl)-2,5

difeniltertrazolim brometo)

A citotoxicidade foi avaliada através do método do MTT (MOSMANN,1983), o
qual vem sendo utilizado no programa de “screening” do “National Cancer Institute-
NCI” dos Estados Unidos, que testa mais de 10.000 amostras a cada ano (SKEHAN
et al., 1990). E um método rapido, sensivel e barato que analisa a viabilidade e o
estado metabdlico da célula, baseado na conversdo do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-
2,5-difenil-brometo de tetrazolium (MTT) em azul de formazan, a partir de enzimas
mitocondriais presentes somente nas células metabolicamente ativas. Ou seja, a
solucdo amarela do MTT é reduzida pela atividade mitocondrial nas células

metabolicamente ativas em um cristal roxo.

As linhagens celulares foram cultivadas em frascos plasticos para cultura
(Corning, 25 cm?, volume de 50 mL para células aderidas e 75 cm? para células em
suspensao), utilizando o meio de cultura RPMI 1640 complementado com 10% de
soro fetal bovino e 1% de antibidticos (penicilina/estreptomicina). As células foram
incubadas em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO, e 95% de umidade,
seguido da observacdo de crescimento celular com o auxilio do microscépio de
inversdo a cada 24h. Quando necessario, as células foram repicadas em meio de

cultura novo em uma concentracgéo de 0,5-1,0x10° células/mL.

As células em suspenséo foram plaqueadas em placas de 96 pocos. Cada
placa foi incubada em estufa 37°C com 5% de CO, durante 3 horas. Em seguida, foi
adicionado o extrato aquoso de A. zerumbet (100 pL/pocgo) dissolvido em agua
destilada, na concentracao de 0,0075 g/mL. A adicdo do 6leo essencial foi realizada
nas mesmas condicdes que 0 extrato aquoso, porém o Oleo foi usado na
concentracdo de 100%. O quimioterapico doxorrubicina foi usado como controle
positivo. Apds o periodo de incubacdo de 72h as placas foram retiradas e
centrifugadas a 1500 rpm/15 minutos. O sobrenadante foi aspirado, e adicionado
200 pg/mL de solucdo de MTT 10% em meio RPMI 1640. A placa foi colocada na
estufa 37°C com 5% de CO, durante 3 horas. Posteriormente, a placa foi
centrifugada a 3000 rpm/10 minutos. O sobrenadante foi aspirado. O precipitado foi
ressuspendido em 150 yL de DMSO e agitado por 5-10 minutos, até a completa
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dissolucéo dos cristais de formazan. A placa foi lida no espectrofotdmetro de placas

a um comprimento de onda de 595 nm.
3.2.1 Analise dos dados

O dleo essencial e o extrato aquoso foram testados em diluicdes seriadas e
em triplicatas. Suas ICso (concentracdo inibitdria média capaz de provocar 50% do
efeito maximo) e seus respectivos intervalos de confianga (IC 95%) foram calculados
a partir da regressao nao-linear, utilizando o programa Prisma verséao 3.0 (GraphPad
Software).
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Tabela 1 - Linhagens celulares tumorais utilizadas no ensaio de citotoxicidade in vitro através
do método do MTT

Concentracéo de
Linhagem Celular  Tipo Histolégico do Cancer/ Origem Plagueamento

(células/mL)

HL-60 Leucemia promielocitica humana 0,3x10°
K-562 Leucemia mielocitica crénica humana 0,3x10°
CEM Leucemia linfocitica humana 0,5x10°
MDA-MB 435 Carcinoma de mama humano 0,1x10°
MDA-MB 231 Carcinoma de mama humano 0,1x10°
HCT-8 Carcinoma de c6lon humano 0,7x10°
PC-3 Carcinoma de préstata humano 0,1x10°
SF-295 Glioblastoma humano 0,1x10°
B16 Melanoma murino 0,6x10°

3.3 Ensaio de citotoxicidade pelo “alamar blue”

A técnica do “Alamar Blue” faz uso de um indicador de 6xido-reducéo (redox),
o “Alamar Blue” ou resazurina (azul e nao fluorescente) que é reduzido por células
viaveis a resorufina (roseo e altamente fluorescente) que pode ser reduzida a
hidroresorufina (incolor e nao fluorescente). No ensaio do “Alamar blue” é
quantificado apenas a reducao da resazurina a resorufina. De acordo com diversos
autores (NAKAYAMA et al., 1997; ZHI-JUN et al., 1997; HAMID et al., 2004), o
“Alamar Blue” ndo € toxico para linfécitos e outros trabalhos tém comparado a
sensibilidade deste ensaio com outros métodos de avaliagdo da proliferacéo celular

e citotoxicidade, sendo relatado uma maior sensibilidade do “Alamar Blue” (PAGE et
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al., 1993; ANSAR AHMED et al., 1994; De FRIES; MITSUHASHI, 1995; NAKAYAMA
et al., 1997).

O extrato aquoso liofilizado dissolvido em agua na concentracdo de 1mg/mL
(solucdo-estoque) e o 6leo essencial usado na concentracdo de 100% (solucéo-
estoque) foram testados em células mononucleares periféricas do sangue de
camundongos (PBMC) durante 72h de exposi¢cao. Sangue heparinizado foi coletado
de animais sadios (com idade entre 3-5 semanas) e as PBMC foram isoladas
segundo gradiente de centrifugacao de Ficoll-Hypaque. Apos o isolamento as PBMC
foram ressuspendidas em meio RPMI 1640 suplementado com 20% de soro fetal
bovino, 100 U/mL, 100 pg/mL de estreptomicina e 4% de fitohemaglutinina. As
células foram plaqueadas em placas de 96 pocos na concentracdo de 0,3x10°
células/mL. Cada placa foi incubada em estufa 37°C com 5% de CO, durante 24
horas. Em seguida, foi adicionado o extrato aquoso liofilizado de A. zerumbet (100
ML/poco) dissolvido em agua destilada, na concentracdo de 1 mg/mL. A adicdo d
Oleo essencial foi realizada nas mesmas condi¢cdes que o extrato aquoso, porém o
Oleo foi usado na concentracdo de 100% incialmente. Doxorrubicina foi utilizada
como controle positivo. Com 24h antes do fim do periodo de incubacédo, 10 pL de
solugao-estoque (0,312 mg/mL) de “Alamar Blue” (resazurina, Sigma-Aldrich Co) foi
adicionada a cada pocgo. A absorbancia foi determinada nos comprimentos de onda
de 570nm (estado oxidado) e 595nm (estado reduzido), utilizando um leitor
multiplaca (DTX 880 Multimode Detector, Beckman Coulter). A percentagem de
“Alamar Blue” reduzido foi calculada segundo a formula: % reduzido = Alw — (Anw X
Ro) x 100.

Onde: A w = representa a leitura do estado reduzido.
Anw = representa a leitura do estado oxidado
Ro = representa a divisdo AO_w /AOupw.

AO.w = representa a absorbancia do meio sozinho subtraido da absorbéancia

do meio com “Alamar Blue” em baixo comprimento de onda.

AOuw= representa a absorbancia do meio sozinho subtraido da absorbancia

do meio com “Alamar Blue” em alto comprimento de onda.
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3.3.1 Analise Estatistica do “Alamar Blue”

Os experimentos foram analisados segundo a média + desvio padrao da
meédia (DPM) da porcentagem de inibicdo do crescimento celular usando o programa
GraphPad Prism 5.

3.4 Teste de hemolise

Esta metodologia, segundo Costa-Lotufo et al. (2002), permite avaliar o
potencial das substancias em causar lesbes na membrana plasmatica das células,

seja pela formacédo de poros ou pela ruptura total.

O sangue foi coletado de trés camundongos Swiss (Mus musculus) pela via
do plexo orbital, sendo diluido em 30 volumes de solug¢do salina (NaCl 0,85% +
CaCl, 10 mM) para a reducdo da contaminacao plasmatica e ressupendidos em
salina para obtencdo de uma suspensdo de eritrocitos a 2%. Os ensaios foram
realizados em placas de 96 poc¢os. Cada poco da primeira coluna recebeu 100 pL da
solugéo salina. Na segunda coluna, os pocgos receberam 50 pL da solucao salina e
50 pL do veiculo de diluicdo do extrato aquoso liofilizado e do dleo essencial, neste
caso, agua e DMSO respectivamente. Aos pocos da terceira coluna, foram
adicionados 100 pL de solucdo salina e 100 pL do extrato aquoso liofilizado
dissolvido em &gua ou do 6leo essencial, nas concentragdes inciais de 0,375 mg/mL.
Da quarta coluna em diante, os pocos receberam 100 pL da solugcéo salina,
excetuando-se os da ultima coluna, que receberam 80 uL de solucao salina e 20 L
de Triton X-100 1% (controle positivo). As diluicbes foram feitas da terceira a décima
primeira cavidade, retirando-se 100 pyL da solugdo da cavidade anterior e
transferindo para a seguinte, de modo que as concentracfes foram sempre diluidas
pela metade. Em seguida, 100 pyL da suspensao se eritrocitos foram adicionados a
todos os pocos. Apos incubacdo de 1h, sob agitagcdo constante a temperatura
ambiente (26 = 2°C), as amostras foram centrifugadas (5000 rpm/3 min) e o
sobrenadante transferido para uma outra placa para a leitura da absorbancia no
espectrofotometro de placas a 540 nm.
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3.5 Toxicidade aguda

Os animais foram pesados (peso variando entre 21g e 30g), codificados e
separados aleatoriamente em cinco grupos, A, B, C, D e E. A dose a ser
administrada foi calculada e preparada individualmente. O grupo A recebeu extrato
aguoso na dose de 2.000 mg/Kg de peso corporeo do animal; o grupo B recebeu a
dose de 2.750 mg/Kg de peso corpéreo do animal; o grupo C recebeu dose de 3.500
mg/Kg do peso corpéreo do animal; o grupo D recebeu dose de 4.250 mg/Kg de
peso corporeo do animal e o grupo E recebeu a dose de 5.000 mg/Kg de peso
corporeo do animal. Cada grupo foi formado por 5 machos e 5 fémeas, mantidos em

caixas separadas, para evitar que eles se reproduzissem.

O extrato aquoso foi pesado de acordo com cada animal e diluido em agua
destilada no dia da administracdo ao animal, para reproduzir ao maximo a

caracteristica do cha tomado popularmente.

Os animais foram mantidos em jejum de 4h antes da administracdo do extrato
aguoso e cada um recebeu sua dose por via oral, ou seja, gavagem. Os possiveis
efeitos decorrentes da ingestdo do extrato aquoso liofilizado da colbnia foram
observados por 60 minutos e nas 24 h apds a administracdo inicial. Os animais
foram pesados novamente semanalmente até completar os 14 dias de experimento,
qgquando foram sacrificados para avaliacdo macroscopica e retirada dos Orgaos

internos para avaliagdo microscopica.

ApoOs esse teste, avaliou-se a toxicidade do extrato aquoso pelo método de
Miller e Tainter (1944) determinando-se a DLsp (dose média que mata 50% dos
animais). Através desse meétodo, calculou-se a percentagem de morte, para cada
grupo, que é transformada em probitos segundo uma tabela (CARLINE, 1973) e
aplicada na ordenada, enquanto o logaritmo da dose (LOg 4ose) dO extrato aquoso
liofilizado dissolvido em agua fica plotado na abscissa. Dessa forma, determinou-se

a DLsg através dos dados obtidos no grafico.

A DLsp do 6leo essencial foi previamente estabelecida por Calixto (dados néo
publicados).
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3.6 Ensaio do cometa

Os animais foram pesados (peso variando entre 25 e 30g), codificados e
separados em 5 grupos: A, B, C, D e E. O grupo A recebeu o0 extrato aquoso de A.
zerumbet na dose de 2.000 mg/Kg de peso corpéreo do animal. O grupo B recebeu
0 extrato aquoso de A. zerumbet na dose de 3.500 mg/Kg de peso corpéreo do
animal. O grupo C recebeu o extrato agquoso de A. zerumbet na dose de 5.000
mg/Kg de peso corporeo do animal. O grupo D recebeu ciclofosfamida (CPA, CAS
50-18-0) na dose de 25 mg/Kg. O grupo E recebeu solugéo salina 0,9%. Todas as
doses foram administradas e, apenas 24h e 48 h apdés a administracdo, os animais

tiveram seu sangue coletado para realizacéo do teste.

Em um segundo experimento, outro grupo de animais foi pesado (peso
variando entre 25 e 30g), codificados e separados em 4 grupos: A, B, Ce D. O
Grupo A recebeu solucao salina 0,9%. O grupo B recebeu 6leo essencial na dose de
400 mg/Kg de peso corporeo do animal. Os grupos C e D receberam ciclofosfamida
(CPA, CAS 50-18-0) na dose de 25 mg/Kg e 50 mg/Kg respectivamente. Todas as
doses foram administradas e, apenas 24h e 48h apds a administracdo, os animais

tiveram seu sangue coletado para realiza¢géo do ensaio.

O sangue coletado em tubos plasticos heparinizados foi diluido com agarose
LMP e colocado em uma lamina previamente coberta com uma pelicula de agarose
NMP. As laminas foram mantidas na solucao de lise por cerca de 2h e, em seguida,
foi realizada a eletroforese. Apés a corrida, as laminas foram fixadas em alcool
100%, coradas com brometo de etidio 10% e contadas no microscopio de

fluorescéncia.

3.7 Ensaio do micronucleo

Cada animal foi pesado e separado aleatoriamente em cinco grupos, A, B, C,
D e E, correspondente a uma dose do cha de A. zerumbet, um controle positivo e um
controle negativo. Cada um desses grupos foi subdividido em dois, sendo um para
avaliar em 24h e o outro em 48h. Cada grupo avaliado continha 5 animais machos e

5 animais fémeas, devidamente identificados.
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A dose do extrato aquoso de A. zerumbet administrado em dose Unica para o
grupo A foi de 2.000 mg/Kg. A dose administrada em dose Unica para o grupo B foi
de 3.500 mg/Kg e a dose unica administrada para o grupo C foi de 5.000 mg/Kg.
ApoOs a administracdo por gavagem, os animais foram sacrificados apés 24h e 48h.
O grupo de controle negativo recebeu apenas solugéo de cloreto de sddio 0,9%. O
grupo controle positivo recebeu ciclofosfamida (CPA, CAS 50-18-0) na dose de 25
mg/Kg.

Em um segundo experimento, outro grupo de animais foi pesado (peso
variando entre 25 e 30g), codificados e separados em 4 grupos: A, B, Ce D. O
Grupo A recebeu solucao salina 0,9%. O grupo B recebeu 6leo essencial na dose de
400 mg/Kg de peso corpéreo do animal. O grupo C e D receberam ciclofosfamida
(CPA, CAS 50-18-0) na dose de 25 mg/Kg e 50 mg/Kg respectivamente. Todas as
doses foram administradas e, apenas 24h e 48h apds a administracdo, os animais

foram sacrificados.

Os animais sacrificados com 24 e 48h tiveram suas patas traseiras limpas
com alcool 70%. A pele foi cortada e o fémur, exposto e retirado de forma integra. A
extremidade final do fémur foi cortada para expor o canal medular. A agulha de uma
seringa de 1mL, previamente preenchida com SFB, foi inserida firmemente na
abertura do fémur, injetando-se o SFB, de modo a empurrar a medula para dentro de
um tubo falcon previamente marcado com o cddigo do animal. A seringa foi limpa

com SFB e reutilizada para os animais do mesmo grupo.

O material da medula 6ssea foi ressuspendido em SFB e homogeneizado. A
suspensao de células foi centrifugada a 1000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi

descartado e o precipitado foi ressupendido em 0,5mL de SFB.

Duas gotas da suspensdo homogénea foram pingadas em uma lamina,
previamente identificadas com o codigo do animal, e realizado um esfregago. As
laminas foram secas ao ar, na temperatura ambiente. Foram preparadas trés

[aminas de cada animal.

ApoOs secas, as laminas foram colocadas em cubas de coloracdo contendo

corante de Leishman puro e coradas por 3 minutos. Apds esse tempo, foram
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transferidas para outra cuba contendo o corante de Leishman diluido em &gua
destilada na propor¢cdo de 1:6, onde permaneceram corando durante 15 minutos.
Depois, as laminas foram lavadas com agua corrente e, em seguida, com agua
destilada, para retirar o excesso do corante. Todas as laminas foram secas ao ar,
em temperatura ambiente, por 24h. A qualidade da coloragcédo foi avaliada e as

laminas foram montadas e guardadas em caixas préprias.

As células foram contadas de forma diferencial, os eritrocitos
normocromaticos (NCE) ou maduros (células rosadas) e os eritrocitos plicromaticos
(EPC) ou jovens (células arroxeadas). ApOs essa contagem, foram contadas 1000

células EPC para detectar a ocorréncia de micronucleo.
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4 RESULTADOS

4.1 Ensaio de citotoxicidade pelo MTT (3-(4,5-dimet iltiazol-2-yl)-2,5

difeniltertrazolim brometo)

O extrato aquoso e o 0Oleo essencial ndo se mostraram citotoxicos frente a
células tumorais humanas e murinas pelo método do MTT, como observado pelos
dados da tabela 2.

Tabela 2 - Atividade citotéxica do extrato aquoso e do 6leo essencial de A. zerumbet

em células tumorais pelo MTT

Extrato aquoso de  Oleo essencial de A.

A. zerumbet (ICsp) zerumbet (ICsp)

HL-60 > 5ug/mL > 5ug/mL
K-562 > 5ug/mL > 5ug/mL
CEM > 5ug/mL > 5ug/mL
MDA-MB 435 > 5ug/mL > 5ug/mL
MDA-MB 231 > 5ug/mL > 5ug/mL
HCT-8 > 5ug/mL > 5ug/mL
PC-3 > 5ug/mL > 5ug/mL
SF-295 > 5ug/mL > 5ug/mL
B16 > 5ug/mL > 5ug/mL

4.2 Ensaio de citotoxicidade pelo alamar blue

O extrato aquoso e o 6leo essencial ndo apresentaram acao citotoxica frente
a células humanas normais, como os linfdcitos, pelo método do alamar blue, que é

mais sensivel que o método do MTT, como observado pelos dados da tabela 3.
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Tabela 3 - Atividade citotoxica do extrato aquoso e do 6leo esencial de A. zerumbet

em linfécitos normais pelo alamar blue

Substancia IC 50
Extrato aquoso de A. zerumbet > 5ug/mL
Oleo essencial de A. zerumbet 19,76%

4.3 Teste de hemolise

Conforme observado pelos dados da tabela 4, o extrato aquoso e 0 Oleo
essencial ndo apresentaram atividade hemolitica frente a eritrocitos de
camundongos.

Tabela 4 - Atividade hemolitica do extrato aquoso e do 6leo essencial de A. zerumbet

em eritrécitos de camundongo 2%

Substancia EC 5o (ML/mL)
Extrato aquoso de A. zerumbet > 1000
Oleo essencial de A. zerumbet > 1000

A hemodlise total foi obtida com 50 ul de Triton X-100 1% e 1h de incubac¢éo. A ECg €

intervalo de confianca de 95 % (IC 95%) foram obtidos por regresséo nao linear.
4.4 Toxicidade aguda

O extrato aquoso foi testado em cinco doses diferentes, entretanto nenhuma
delas mostrou-se toxica quando administrada unicamente. Os poucos efeitos

causados pela administracdo da substancia estdo apresentados nas tabela 5 e 6.
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Tabela 5 - Efeito de doses orais Unicas do extrato aquoso de A. zerumbet em

camundongos machos

Dose (mg/Kg) Sexo M/T Laténcia Sintomas

Piloerecéo, fotofobia,

2.000 Machos 0/5 - o
reducao de atividade.
Piloerecao, fotofobia,
2.750 Machos 0/5 - o
reducao de atividade.
Piloerecéo, fotofobia,
3.500 Machos 0/5 - o
reducao de atividade.
Piloerecao, fotofobia,
4.250 Machos 0/5 - o
reducao de atividade.
Piloerecéo, fotofobia,
5.000 Machos 0/5 -

reducao de atividade.

Estudo de toxicidade aguda - doses orais (2.000-5.000mg/Kg). O extrato aquoso liofilizado dissolvido
em agua destilada (Img/mL) foi administrado pela via oral por gavagem. Todos os camundongos
tratados (n=10 em cada grupo; 5 machos, 5 fémeas) foram cuidadosamente examinados durante 14
dias apés a administracdo da dose para avaliar mudancas comportamentais, letalidade e a laténcia
de morte. M/T=nimero de camundongos mortos/nimero de camundongos tratados. Laténcia=tempo
de morte ap6s administracéo da dose.
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Tabela 6 - Efeito de doses orais Unicas do extrato aquoso de A. zerumbet em

camundongos fémas

Dose (mg/Kg) Sexo M/T Laténcia Sintomas

Piloerecéo, fotofobia,

2.000 Fémas 0/5 - o
reducao de atividade.
Piloerecao, fotofobia,
2.750 Machos 0/5 - o
reducao de atividade.
Piloerecéo, fotofobia,
3.500 Fémas 0/5 - o
reducao de atividade.
Piloerecao, fotofobia,
4.250 Fémeas 0/5 - o
reducao de atividade.
Piloerecéo, fotofobia,
5.000 Fémeas 0/5 -

reducao de atividade.

Estudo de toxicidade aguda - doses orais (2.000-5.000mg/Kg). O extrato aquoso liofilizado dissolvido
em agua destilada (Img/mL) foi administrado pela via oral por gavagem. Todos os camundongos
tratados (n=10 em cada grupo; 5 machos, 5 fémeas) foram cuidadosamente examinados durante 14
dias apés a administracdo da dose para avaliar mudancas comportamentais, letalidade e a laténcia
de morte. M/T=nimero de camundongos mortos/nimero de camundongos tratados. Laténcia=tempo
de morte ap6s administracéo da dose.

45 Ensaio do cometa

O extrato aquoso de A. zerumbet, em todas as doses testadas, e o Oleo
essencial, na dose testada, ndo provocaram danos ao DNA celular do sangue dos
camundongos, ndo havendo a formacao do cometa. Nas amostras utilizadas como
controle positivo, ciclofosfamida 25 mg/Kg e 50 mg/Kg, verificamos que de 100
células contadas em cada animal, a maioria recebeu escores 2, 3 e 4. J4 as
amostras do controle negativo apresentaram ceélulas cujos escores, em sua grande
maioria foi zero, havendo apenas raros casos de escores tipo 1. Dessa forma, as
andlises estatisticas mostraram uma semelhanca entre as doses testadas e controle

negativo, com um P>0,05; em relacdo ao controle positivo, houve diferenca
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estatisticamente significante, com um P<0,001. Os resultados indicam que ambas as
amostras nao apresentam ag¢ao genotoxica.

Extrato AQuoso A. zerumbet 24h
12.5- *

10.04
7.5+

5.04

T

2.5+ T

0.0 =
2000 3500 5000 CN CP

Extrato Aquoso A.zerumbet Salina 0,9% CPA
mg/Kg 25 mg/Kg

Indice de dano ao DNA

* p<0,001 ANOVA/Tukey

Figura 3 - Gréfico do ensaio do cometa in vivo do extrato aquoso de A. zerumbet apés

24h de exposicdo em camundongos fémeas

Extrato aquoso A.zerumbet 48h
35+
30+
25+
20+
15+
10+

0 S|
AF  BF CF DF  EF

EA EA EA  Salina 0,9% CP
2g/Kg 3,5 g/Kg 5 g/Kg 25 mg/Kg

Indice de dano ao DNA

*p<0,001 ANOVA/Tukey

Figura 4 - Grafico do ensaio do cometa in vivo do extrato aquoso de A. zerumbet apés
48h de exposicdo em camundongos fémeas
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Extrato aquoso A.zerumbet 24h
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*p<0,001 ANOVA/Tukey

Figura 5 - Gréfico do ensaio do cometa in vivo do extrato aquoso de A. zerumbet ap0s

24h de exposi¢cdo em camundongos machos

Extrato aquoso A.zerumbet 48h
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*p<0,001 ANOVA/Tukey

Figura 6 - Grafico do ensaio do cometa in vivo do extrato aquoso de A. zerumbet apés

48h de exposicao em camundongos machos
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Oleo essencial A.zerumbet 24h
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*p<0,001 ANOVA/Tukey

Figura 7 - Gréfico do ensaio do cometa in vivo do 6Oleo essencial de A. zerumbet apoés

24h de exposicdo em camundongos fémeas
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400 mg/Kg 25 mg/Kg 50 mg/Kg

*p<0,001 ANOVA/Tukey

Figura 8 - Grafico do ensaio do cometa in vivo do 6leo essencial de A. zerumbet apés
48h de exposi¢cao em camundongos fémeas
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Oleo essencial A.zerumbet 24h
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*p<0,001 ANOVA/Tukey

Figura 9 - Grafico do ensaio do cometa in vivo do 6leo essencial de A. zerumbet apés
24h de exposicdo em camundongos machos
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*p<0,001 ANOVA/Tukey

Figura 10 - Grafico do ensaio do cometa in vivo do 6leo essencial de A. zerumbet apés

48h de exposicdo em camundongos machos
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Cometa 1

Figura 11 - Fotomicrografia de cometa do tipo 1

Cometa O

/

Figura 12 - Fotomicrografia do cometa, evidenciando varios cometas do tipo zero

4.6 Ensaio do micronucleo

Cerca de 1.000 eritrécitos policromaticos (EPC) foram contados e analisados
por animal. No grupo de 24h de animais machos, foram observados 3 micronucleos

na dose de 2.000 mg/Kg do extrato aquoso liofilizado de A. zerumbet, 3
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micronucleos na dose de 3.500 mg/Kg do extrato aquoso liofilizado de A. zerumbet e
2 micronucleos na dose de 5.000 mg/Kg do extrato aquoso liofilizado de A.
zerumbet. No grupo de 48h de animais machos, foram observados 1 microndcleo na
dose de 2.000 mg/Kg do extrato aquoso liofilizado de A. zerumbet, 2 micronicleos
na dose de 3.500 mg/Kg do extrato aquoso liofiizado de A. zerumbet e 2
micronucleos na dose de 5.000 mg/Kg do extrato aquoso liofilizado de A. zerumbet.
No grupo de 24h de animais fémeas, foi observado 1 micronucleo na dose de 2.000
mg/Kg do extrato aquoso liofilizado de A. zerumbet, 2 microndcleos na dose de
3.500 mg/Kg do extrato aquoso liofilizado de A. zerumbet e 2 micronucleos na dose
de 5.000 mg/Kg do extrato aquoso liofilizado de A. zerumbet. No grupo de 48h de
animais fémeas, foram observados 1 micronucleo na dose de 2.000 mg/Kg do
extrato aquoso liofilizado de A. zerumbet, 2 micronucleos na dose de 3.500 mg/Kg
do extrato aquoso liofilizado de A. zerumbet e 2 micronucleos na dose de 5.000
mg/Kg do extrato aquoso liofilizado de A. zerumbet. Estes resultados foram
estatisticamente diferentes do resultado da ciclofosfamida, mostrando que o extrato

aguoso nao apresenta efeito genotoxico.

Cerca de 1.000 eritrécitos policroméaticos (EPC) foram contados e analisados
por animal. No grupo de 24h de animais machos, foram observados 4 microndcleos
na dose de 400 mg/Kg do oOleo essencial de A. zerumbet. No grupo de 48h de
animais machos, foram observados 1 micronucleo na dose de 400 mg/Kg do 6leo
essencial de A. zerumbet. No grupo de 24h de animais fémeas, foram observados 3
micronucleos na dose de 400 mg/Kg do 6leo essencial de A. zerumbet. No grupo de
48h de animais fémeas, foram observados 3 micronucleos na dose de 400 mg/Kg do
Oleo essencial de A. zerumbet. Estes resultados foram estatisticamente diferentes do
resultado da ciclofosfamida nas doses de 25 mg/Kg e 50 mg/Kg, com um p<0,001,
evidenciando que o extrato aquoso nao apresenta efeito genotéxico, o que corrobora
com os resultados do ensaio do cometa. Os dados de ambas as amostras estdao nas
tabelas 6, 7 e 8.

A figura 11 mostra a fotomicrografia de um eritrocito policromatico (EPC)
encontrado em uma amostra testada. A figura 12 mostra a diferenca de coloracao de
um eritrocito policromatico (EPC) com um micronicleo e de um eritrGcito

normocromatico (ENC).
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Tabela 7 - Tabela representativa dos resultados do ensaio do microndcleo do extrato

aquoso de A.zerumbet

Micronucleos/1.000

EPC/animal
Tratamento Tempo®
Grupo Sexo Dados individuais Média + D.P.
(mg/kg) (h)
_ 24 0 0 0 0 O 0,00
Salina -
48 0O 0 0 0 O 0,00
25 24 9 7 4 4 7 6,2+2,16
CPA
25 48 3 5 10 11 8 7,40 + 3,36
2.000 M 24 2 0 0 1 o0 0,60 +0,89"
48 0O 0 0 0 1 0,20 0,44
Extrato 3.500 24 2 0 0 1 o0 0,60 + 0,89
48 0O 0 1 1 0 0,40 +0,54"
5.000 24 0O 0 0 1 1 0,40 +0,58"
48 0 2 0 1 1 0,80 +0,83"
, 24 0 0 0 0 O 0,00
Salina -
48 0O 0 0 0 O 0,00
25 24 4 11 8 6 8 7,40 + 2,60
CPA
25 48 5 8 5 7 4 5,80 + 1,64
2.000 - 24 0O 0 0 O 1 0,20 +0,44"
48 0O 0 1 0 O 0,20 +0,44"
3.500 24 0O 0 0 2 O 0,40 +0,89"
Extrato .
48 0 1 1 0 0 0,40 + 0,54
5.000 24 0O 0 1 1 1 0,60 +0,54"
48 0O 0 1 0 1 0,40 +0,54"

“Ciclofosfamida (CPA); "Tempo de sacrificio apés o tratamento. *p<0,001 comparado a ciclofosfamida

por ANOVA seguido por Dunett.



Tabela 8 - Tabela representativa dos resultados do

de A. zerumbet nos animais sacrificados com 24h
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ensaio do micronucleo do 6leo essencial

EPCMN (24h) 24h

n Média + D.P.

Salina09% M) 5 0 0 1 0 2 0,60+ 0,89
Salina09%((F) 5 0 1 0 0 1 0,40 +0,54
OE400mg/Kg(M) 5 1 1 0 1 1 0,8 +0,44"
OE400mg/iKg(F) 5 0 0 2 0 1 0,60 +0,89"
CPA25mgliKg(M) 5 6 4 7 4 9 6,00 2,12
CPA25mg/iKg(F) 5 7 7 9 5 7 7,00 +£1,41
CPA50mg/Kg(M) 5 11 10 17 8 15 12,20 +3,70
CPA50mg/Kg(F) 5 12 15 9 13 11 12,00 + 2,23

'p<0,001 em relacdo a ciclofosfamida (25 e 50 mg/mg) comparado a ciclofosfamida por ANOVA

seguido por Dunett.



Tabela 9 - Tabela representativa dos resultados do

ensaio do micronlcleo do d6leo

essencial de A. zerumbet nos animais sacrificados com 48h

EPCMN (48h) 48h
n Média + D.P.
Salina09% M) 5 0 0 0 1 1  0,40%0,54
Salina09%((F) 5 1 0 1 1 0 060+054
OE400mg/Kg(M) 5 0 0 0 1 O 0,20 +0,44"
OE400mg/Kg(F) 5 0 1 1 0 1 0,60+ 0,54
CPA25mgliKg(M) 5 5 7 4 9 7 6,40 + 1,94
CPA25mgliKg(F) 5 3 8 5 2 4 4,40 +2,30
CPAS50mg/iKg(M) 5 12 8 11 7 8 9,20 +2,16
CPA50mg/Kg(F) 5 6 10 5 9 9 7,80 £2,16

"p<0,001 em relacao a ciclofosfamida (25 e 50 mg/mg) comparado a ciclofosfamida por ANOVA

seguido por Dunett

67



68

Figura 13 - Fotomicrografia de eritrécitos policrom aticos (PCE) apresentenado

micronucleo

Figura 14 - Fotomicrografia de eritrécitos policrom aticos (EPC) apresentando

micronucleo e eritrécitos normocromaticos (NCE)
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5 DISCUSSAO

Desde o inicio da colonizacdo brasileira, o interesse e a exploracdo dos
produtos naturais originados de plantas tém sido despertados (PEREIRA; SOARES-
GOMES, 2002).

De acordo com a 31% Assembléia da Organizagdo Mundial de Satude-OMS,
planta medicinal é aquela que administrada ao homem ou a um animal, por qualquer
via e sob qualquer forma, exerce alguma espécie de acdo farmacologica (MATOS,
1988).

A espécie A. zerumbet, conhecida popularmente como colénia no Nordeste
brasileiro, € uma planta medicinal usada amplamente na medicina popular como cha
ou infusdes para o tratamento de doencas intestinais e cardiovasculares, como a
hipertenséo arterial (MENDONCA et al., 1991; PRUDENTE et al.,1993; BEZERRA et
al., 2000).

Os testes de citotoxicidade com o Oleo essencial e com o extrato aquoso de
A. zerumbet foram realizados contra células tumorais de varias linhagens, variando
entre as mais resistentes e as mais sensiveis, como em linfécitos normais de
humanos. Todos os resultados obtidos foram negativos para uma possivel acao
citotoxica de alguns dos compostos testados. Esse resultado nos mostra que, apesar
dos constituintes dessa planta apresentar uma série de atividades farmacoldgicas,
descarta-se logo a possibilidade de que ela possua um composto antitumoral,
embora outras espécies do mesmo género, como a A. galanga e A. oxyphylla,
tenham tido substancias isoladas com essa atividade farmacolégica tdo importante
para aumentar a possibilidade de tratamentos de doencas com essa (Di STASI,
2002).

O extrato aquoso e o 6leo essencial ndo apresentaram atividade hemolitica
contra hemacias de camundongos, confirmando que sdo substancias com baixo
poder toxico e tanto ndo desestabilizantes de membrana plasmatica, o que torna

seguro para ingestdo humana, principalmente na forma popular como é utilizado.
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No presente trabalho, foi avaliada a toxicidade aguda do extrato aquoso das
folnas de A. zerumbet em modelo de camundongos, utilizando a lesgislacéo

estabelecida pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2004).

Os fitoterapicos sdo, em sua grande maioria, produtos cuja venda independe
de prescricdo médica. A sua propaganda ndo necessita de autorizacdo prévia do
Ministério da Saude, desde que observada a seguinte condi¢do: “[...] que o texto,
figura, imagem ou projecdes ndo ensejem interpretacdo falsa, erro ou confusao
guanto a composicao do produto, suas finalidades, modo de usar ou procedéncia, ou
apregoem propriedades terapéuticas ndo comprovadas por ocasidao de registro a
que se refere o item anterior” (BRASIL, 1977). O mesmo artigo estabelece ainda “...]
qgue sejam declaradas obrigatoriamente as contra-indicacdes, indicacfes, cuidados e
adverténcias sobre o uso do produto [...]"(BRASIL, 1977). Entretanto, o que
frequentemente se observa sao propagandas pouco criteriosas, contrariando
frontalmente principios estabelecidos na terapéutica e na legislacdo em vigor. No
caso de plantas medicinais, € muito utilizado o mito de que produto natural n&o
apresenta efeitos indesejaveis e contra-indicacées. No entanto, € ou deveria ser do
conhecimento geral que muitas plantas sdo potencialmente téxicas, inclusive
algumas utilizadas na terapéutica. Essas propagandas podem trazer retornos
imediatos a industria, entretanto, a longo prazo podem levar ao descrédito e ao
desprestigio dos fitoterapicos e até mesmo inviabilizar a ampliacdo do seu uso como
recurso terapéutico. (FARIAS et al., 1985).

Como instrumento de orientagdo do consumidor, elas devem conter
informagOes a respeito das indicacdes, contra-indicacdes, precaucdes, doses e
modo de usar (BRASIL, 1984). Essas informacfes sao extremamente importantes
para a eficacia e seguranca na utilizacdo do medicamento. S&o necessarios
rigorosos critérios e responsabilidade na elaboracdo de uma bula. Entretanto, no
comércio de fitoterdpicos sdo comuns as bulas oportunistas e inescrupulosas,
apresentando muitas vezes dezenas de propriedades farmacologicas, grande parte
sem nenhum respaldo, observado em muitas bulas de fitoterapicos, o que configura
uma infracé@o ética, lesando os consumidores tanto no aspecto econédmico como no
de saude (FARIAS et al., 1985).
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O teste da DLy foi inicialmente introduzido em 1927 por Trevan para avaliar
substancias que seriam utilizadas por seres humanos como a Digitallis e a insulina.
Entretanto, na década de setenta, este teste, 0o qual tinha como objetivo encontrar
uma unica dose letal de uma substancia para metade dos animais do grupo teste,
comecou a ser empregado amplamente como base de comparacdo e classificacdo
da toxicidade de substancias. Este teste tornou-se gradativamente um teste pré-
requisito para varias agéncias reguladoras, como a americana Food and Drugs
Administration (FDA), responsaveis pela a aprovacdo de novos farmacos, aditivos
alimentares, ingredientes cosméticos, produtos domésticos, quimicos industriais e
pesticidas. Para a realizacdo do teste da DLsy, eram empregados mais de 100
animais para cada espécie estudada, normalmente ratos e camundongos, e para
cada substancia testada (KRYSIAK; RYDZYNSKI, 1997; STAMMATI et al., 2005;
GUBBELS-VAN HAL et al., 2005).

Em 1981, a Organizacdo para Cooperagcdao EconOGmica e Desenvolvimento
(Organization for Economic Cooperation and Development; OECD) incorporou o
Teste da DLsp em suas diretrizes. Entretanto, neste periodo foi amplamente aceito
que precisdo estatistica juntamente com dados como a inclinacdo da curva dose-
resposta, intervalo de confianca da DLso, € sinais toxicos, ndo seriam necessarios
para propostas de avaliacao de risco. Diante disso, a diretriz de 1981 para toxicidade
aguda oral (OECD, 401) estabeleceu o uso de apenas 5 animais por sexo, por dose,
por grupo, com 3 grupos de doses por teste, sendo estas doses escolhidas a partir
de estudos prévios ou dados histéricos, para estimar o valor da DLsg. Uma dose
limite superior de 5.000 mg/kg foi também introduzida para substancias
consideradas atoxicas. Neste documento, o conceito de dose teste limite foi
introduzido, o qual exigia, para substancias com DLsy superior a 5.000 mg/kg, que
somente a dose limite superior seria testada. Outras diretrizes também foram
publicadas para a avaliacdo da toxicidade dérmica (OECD 402) e avaliacdo da
toxicidade inalatoria aguda (OECD 403).

Em 1987, a diretriz 401 da OECD foi revisada essencialmente no que diz
respeito as questdes referentes ao bem-estar animal. Como consequéncia, os testes
passariam a ser conduzidos, utilizando apenas um sexo, com uma posterior
confirmacédo de que nao existiam diferencas no material testado na toxicidade aguda

oral testando apenas uma dose no segundo sexo. Isto reduziu o0 nUmero de animais
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necessérios de 30 para 20. Além disso, a dose limite, que antes era de 5.000 mg/kg,
foi reduzida para 2.000 mg/kg.

Em 1984, lain Purchase articulou a criacdo de um grupo de trabalho na
Sociedade Britanica de Toxicologia. Este grupo propdés um novo método para a
avaliagdo da toxicidade aguda oral, o qual evitava utilizar o critério morte dos
animais como o objetivo final e prop0s a observagdao do aparecimento de sinais
claros de toxicidade decorrentes da exposicdo a uma série de doses fixas. Este
meétodo ficou conhecido como o Teste da Dose Fixa (TDF), avaliado por agéncias
Internacionais, sendo posteriormente publicado em 1990 (VAN DENHEUVEL et al.,
1990). Este trabalho demonstrava que o TDF permitia classificar substancias de
forma compativel com o sistema empregado pela Unido Européia, o qual qualificava
pelos valores de DLsp oriundos do teste classico de toxicidade oral aguda. O TDF
também fornecia a informacdo necessaria sobre a natureza, tempo de inicio,
duracdo e desfecho dos sinais de toxicidade, os quais sdo necessarios para a
avaliacao de risco. Mais ainda, o TDF utilizava um nimero menor de animais do que
aguele preconizado pela OECD 401; causava menor mortalidade associada ao

composto teste; além de menor dor e sofrimento aos animais.

Em 1992, o TDF foi adotado pela OECD (OECD 420) como alternativa a
OECD 401 e nao, ainda, como uma substituicdo. Em 1996, surgiu uma segunda
alternativa a OECD 401, o método da Toxicidade Aguda de Classe (TAC) o qual foi
adotado pela OECD (OECD 423) e, em 1998, surgiu o Teste “Up and Down” (TUD)
sendo, também, posteriormente recomendado pela OECD (OECD 425). O Teste
TAC também utiliza o conceito de dose fixas, porém o objetivo final seria a
mortalidade. O TUD, como o0 nome sugere objetiva estimar o valor da DLs, testando
sequencialmente animais individuais, com a dose para cada animal sendo ajustada

para cima ou para baixo, dependendo do resultado prévio do animal anterior.

Contudo, o uso na préatica destes trés métodos alternativos néo foi
amplamente absorvido pela sociedade cientifica. Em paises como o EUA e Japao,
embora incorporadas as diretrizes e recomendadas, 0 uso destes métodos ficaram
restritos a aquelas substancias onde nao era obrigado a obtenc&o do valor da DLso,
o intervalo de confianca e a inclinagdo da curva. Além disso, no caso dos pesticidas,

a legislacédo vigente ainda solicitava a dose limite de 5.000 mg/kg enquanto que a
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dose limite recomendada pelos trés métodos era de 2.000 mg/kg (VALADARES,
2006).

Durante a década de noventa, de forma controversa, mesmo com a adi¢ao
dos métodos alternativos de avaliacdo de toxicidade, muitos laboratérios ainda
usavam a versdo da OECD 1981, a OECD 401. Isto aconteceu principalmente pela
obrigatoriedade de utilizar a dose limite superior de 5.000 mg/kg, usada para
confirmar a auséncia de diferenca entre 0s sexos na suscetibilidade a substancia

teste, além do desconhecimento dos novos métodos (BOTHAM, 2004).

Neste contexto, para facilitar a aceitacdo internacional dos trés métodos e
iniciar o processo de eliminag&o definitiva da diretriz OECD 401, a OECD organizou
uma série de reunides com especialistas no periodo de 1998 e 2000, o qual resultou
na revisdo das diretrizes 420, 423 e 425, além de um documento para 0 uso e
interpretacdo de métodos alternativos de avaliacdo de toxicidade (VALADARES,
2006).

Desde 2000, o grupo de trabalho da OECD para quimicos, pesticidas e
produtos biotecnoldgicos concluiu que a OECD 401 seria banida e as diretrizes 420,
423 e 425, entdo revisadas, foram definitivamente adotadas e recomendadas. Em
dezembro de 2002, em associacdo com a ICCVAM (Interagency Coordenation
Committee on the Validation of Alternative Methods) e US-EPA (United States-

Enviromental Protection Agency), o teste da DLsg foi finalmente banido.

Entretanto, no Brasil, a agéncia reguladora desse tipo de teste, a ANVISA
estabelece suas diretrizes para aceitar os dados de um estudo feito com um
potencial fitoterdpico em sua pagina na internet (BRASIL, 2004). Apesar de todas as
novas resolucdes internacionais lidas, estudadas e preconizadas, as diretrizes
legislativas regidas pela ANVISA foram as seguidas, com o objetivo de estabelecer
todas as caracteristicas toxicologicas do fitoterapico estudado dentro das leis de
NOSSo pais.

Foram escolhidas trés doses: 2.000 mg/Kg, 3.500 mg/Kg e 5.000 mg/Kg,
administradas por via oral. Essas doses foram estabelecidas baseado no trabalho de
Mendonca et al. (1991). Neste trabalho, o autor estabeleceu a DLsy do extrato

hidroalcoolico de A. zerumbet por via oral, que foi acima de 10.000 mg/Kg do peso
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corpéreo do animal. Observamos que o cha apresenta baixissima toxicidade, uma
vez que a DLso estabelecida foi um valor acima de 5.000 mg/Kg. Nao podemos
afirmar que o extrato aquoso € mais toxico que o extrato hidroalcoéolico, pois a dose
maxima testada no presente trabalho foi de 5.000 mg/Kg, enquanto que no trabalho
realizado por Mendonca (1989), a maior dose testada foi de 18.000 mg/Kg. Nao
extrapolamos a dose de 5.000 mg/Kg em respeito as normas de boas praticas com
animais de laboratorio e também por que se tornaria inviavel a diluicdo de t&o
grande quantidade em tdo baixo volume para administrar ao animal. Entretanto,
alguns efeitos comportamentais foram avaliados nos animais apos a administracédo
do ch& em suas diversas doses testadas. Cerca de 7 minutos ap0s a administracao,
a atividade geral dos animais foi bastante reduzida, permanecendo agrupados, sob a
raspa de suas gaiolas, com os olhos fechados, indicando uma certa fotofobia.
Entretanto, na literatura encontramos que o 6leo essencial da colbnia produziu
depressao do sistema nervoso central, bloqueio neuromuscular, inibicdo da
musculatura lisa, provavelmente por diminuicdo do influxo de ions calcio durante a
contracdo (Di STASI, 2002). Uma piloerecdo também foi observada em todos os
animais que ingeriram o cha da colbnia, porém essa reacao pode ter alguma relacéo
com alguns constituintes do 6leo essencial que ainda estava presente na infusao.
Esse efeito foi relatado por Mendonga (1989). Todos esses resultados
comportamentais podem estar diretamente relacionado a presenca de certa
quantidade de Oleo essencial no extrato aquoso, uma vez que nao foi realizada

nenhuma separacédo desses dois constituintes.

A maior parte dos 6leos essenciais encontrados é constituido por terpenos,
com tracos de sesquiterpenos e diterpenos (MATOS, 1979). Por apresentar taninos
catéquicos, fenois livres e alcaloides, segundo Mendoncga (1989), alguns desses
comportamentos também podem ser explicados pela presenca desses taninos. Os
taninos podem produzir efeitos farmacoldgicos ndo especificos, como a depressao
do sistema nervoso central, diminuicdo da pressao arterial sangiinea e antagonismo
dos efeitos estimulatérios de varios agonistas do musculo liso intestinal e uterino
(CALIXTO, 1982; TOKAHASNI, 1982).

O dleo essecial de A. zerumbet € rico em terpinen-4-ol, 1,8 cineol e metil-
eugenol (CRAVEIRO et al., 1981). Esses trés constituintes parecem ser os maiores
responsaveis pelo efeito antinociceptivo observado por Aradjo Pinho et al. (2005). Ja
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os efeitos de depressdo do sistema nervoso central e sedacéo foram observados e
relacionados a presenca do constituinte terpinen-4-ol, que ja foi previamente
reportado por Moreira et al. (2001) como responsavel por esses efeitos. O 1,8-cineol
foi demonstrado agir por um mecanismo opiode (SANTOS; RAO, 2000), o que indica
que o efeito observado de sedacdo pode também estar relacionado a esse
constituinte do 6leo essencial que esta presente no extrato aquoso, mesmo que em
baixas concentracdes. Mpalantinos et al. (1998) isolou em seu trabalho flavondides e
kavapironas do extrato aquoso das folhas de A. zerumbet. As atividades
hipotensoras, diuréticas e anti-ulcerogénicas estdo relacionadas aos flavonoides, o
que ajuda a explicar melhor o fato de os animais terem tido uma reducgéo
consideravel em sua atividade geral. Derivados dehidrokawaina com atividade
antiplaquetaria foram isolados dos rizomas de A. zerumbet. O provavel efeito dos
derivados se deve a inibicdo da formacédo de tromboxano A2 (TENG et al., 1990).
Compostos isolados dos rizomas de A. zerumbet apresentaram atividade protetora
da mucosa gastrica e duodenal em modelos de Ulcera induzidas experimentalmente
em roedores (HSU, 1987). Os rizomas de A. zerumbet também possuem potentes
agentes inibidores da biossintese de prostaglandinas (KIUCHI et al., 1992). O 6leo
essencial de A. zerumbet apresentou atividade analgésica periférica,
anticonvulsivante (Di STASI, 2002), antifungica (LIMA et al., 1993) e antimicrobiana
(Di STASI, 2002). O extrato hidroalcéolico do rizoma e das folhas ndo apresentou
atividade moluscicida (Di STASI, 2002). Do 6leo essencial das folhas de A. zerumbet
foi isolado o terpinen-4-ol, que apresentou atividade cardiotbnica (Di STASI, 2002).
O terpinen-4-ol apresentou também atividade espasmolitica e hipotensora (Di
STASI, 2002). Geraniol e isotimol isolados de A. zerumbet também possuem potente

atividade antimicrobiana contra bactérias patogénicas (Di STASI, 2002).

A via de administracéo escolhida para realizar o teste de toxicidade aguda foi
a via oral devido termos o interesse de representar com o maximo de fidedignidade a
ingestdo de uma infusdo pelos humanos, além do fato de a ANVISA preconizar a

escolha da via de administracdo que se pretende usar em humanos.

O fato de o extrato aquoso néo ter apresentado nenhum indicio de ser téxico,
levanta-se o questionamento: ndo seria termolabil alguma substancia que causasse
os efeitos toxicos dessa planta? Apesar de essa hipotese ser possivel, talvez ela

nao seja muito relevante diante do fato de ndo haver na literatura nenhum relato de
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caso de intoxicacao devido a ingestdo do cha de colénia, mesmo que ele tenha sido
mal preparado.

Danos ao DNA e defeitos no reparo do DNA sdo os eventos moleculares
basicos que dirigem a iniciacdo e progressao do cancer. O ensaio do cometa &
amplamente usado no campo da genética toxicologica, testando células humanas,
animais e vegetais (MCKENNA et al., 2008).

O estudo de danos ao DNA induzido por substancias de origem natural ou
sintética € uma area essencial da toxicologia genética uma vez que mutacdo em
cromossomos € um evento importante na carcinogénese (FENECH et al., 2005). Por
outro lado, compostos antitumorais classicos como a ciclofosfamida sé&o
reconhecidos como um agente potencialmente genotdéxico. Quando se busca
estabelecer os constituintes quimicos de um produto natural, faz-se necessario
também estabelecer seus possiveis perigos para a saude humana. Com a A.
zerumbet ndo se pode deixar de avaliar todos seus possiveis efeitos no genoma das
células animais e humanas, sejam ele benéficos ou maléficos, pois € uma planta
utilizada com bastante frequéncia pela populacdo, ndo so a brasileira, mas a asiatica
também. Diante disso, buscamos saber se o0 extrato aquoso e o 6leo essencial
apresentavam atividade genotdxica, 0 que representaria um fator mutagénico de

efeitos cumulativos a médio e longo prazo.

Os resultados obtidos com o0 ensaio do cometa foram negativos para acao
genotoxica do extrato aquoso, em todas as doses utilizadas, e do 6leo essencial. Em
relacdo ao controle positivo, a ciclofosfamida nas doses de 25mg/Kg e 50 mg/Kg, a
significancia estatistica foi bastante relevante, com um P<0,001. Ja em relacdo ao
controle negativo, a salina 0,9%, houve uma semelhaca no comportamento das
substancias, com um P>0,05. Esses resultados indicam que nem o extrato aquoso
nem o Oleo essencial apresentam atividades genotoxicas, sejam elas clastogénicas

Oou aneugeénicas.

Os micronucleos (MN) ndo pequenos corpusculos compostos de material
cromossdmico perdido do nucleo principal, como consequéncia de um dano
genético, que pode ser causado por agentes quimicos, fisicos ou bioldgicos,
capazes de interferir no processo de ligagdo do cromossomo as fibras do fuso, ou
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gue possam induzir a perda de material genético. O teste do micronulcleo detecta
mutagénese cromossdmica em eucariotos do tipo clastogénese, aneugénese e
danos no fuso mitético (VILLELA et al., 2003).

O teste de microndcleo em organismos de exposi¢cdo aguda, menos de quatro
semanas, € realizado em eritrécitos jovens, denominados policromatéfilos (EPC),
gue se cora de forma diferenciada por conter RNA ribossomal.

Os resultados obtidos com os testes do micronucleo para o extrato aquoso e
para o 6leo essencial foram semelhantes entre si, ou seja, em ambos 0s casos, as
substancias testadas apresentaram um comportamento semelhante ao do controle
negativo, com um P>0,05 e uma diferenca estatisticamente significante do controle
positivo, a ciclofosfamida 25 mg/Kg e 50 mg/Kg, com um P<0,001. Esses resultados
eram esperados, uma vez que em nenhum dos testes in vitro mostrou tendéncias
toxicas as células. Outro indicio de que essas substancias ndo eram genotoéxicas é o
fato de mesmo sem ter acesso aos dados cientificos a populacdo usa largamente o
cha das folhas da colbnia para tratamentos diversos e nunca houve a desconfianca
de que esse cha causasse problemas genotdxicos. Com essas informacdes,
podemos afirmar que o ensaio do micronucleo apenas corrobora com os resultados
obtidos do ensaio do cometa, reafirmando uma condi¢cdo ndo genotdxica do extrato

aguoso e do 0Oleo essencial de Alpinia zerumbet.

Embora muito pouco a respeito dessa planta esteja disponivel na literatura
cientifica, principalmente no que se refere ao seu perfil toxicolégico, € importante
estabelecer esses valores de forma empirica para que se possa fazer o uso de
maneira mais adequada dos produtos naturais com caracteristicas medicinais no
Brasil e estabelecer a seguranca da saude da populacdo, principalmente daquela
mais carente. Entretanto, reconhecemos que o trabalho ainda esta no seu inicio,
requerendo, essa espécie, maiores testes de toxicidade para afirmarmos com

seguranca de que € uma planta com baixa toxicidade para humanos e animais.

Os proximos testes a serem realizados para esse fim serdo os testes de
toxicidade cronica, por doses repetidas, e os testes de embriotoxicidade in vivo. Com
essas andlises, juntamente com o estudo histopatolégico dos 6rgaos dos animais
tratados nos estudos de toxicidade cronica e embrioldgica, estabeleceremos o perfil



78

toxicolégico completo de A. zerumbet, permitindo assim a realizacdo dos estudos

clinicos de fase I, de fase Il e de fase Ill do extrato aquoso.

Em resumo, podemos dizer que a maior contribuicdo do presente trabalho foi
permitir o conhecimento basico necessario para a realizacdo dos estudos clinicos
que, por sua vez, proporcionara o conhecimento necessario para a implementacéo
do uso seguro dessa planta como um fitoterdpico seguro e util a populacdo
brasileira.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Ao final deste trabalho, podemos concluir que:

v O perfil toxicolégico parcial do extrato aquoso liofilizado das folhas
planta da espécie Alpinia zerumbet foi estabelecido, sendo esta fracao
praticamente inécua ao organismo de animais, porém com acdes

farmacoldgicas importantes;

v' O extrato aquoso liofilizado das folhas da planta Alpinia zerumbet nao
mostrou ser uma substancia toxica frente a células tumorais de vérias
linhagens humanas e de camundongos nem a células normais
humanas, como os linfocitos, sendo a ICsy desta substancia acima de 5

Mg/mL para todas as linhagens de células testadas;

v' O extrato aquoso liofilizado das folhas da planta Alpinia zerumbet nao

mostrou ser uma substancia hemolitica;

v" A DLsp do extrato aquoso liofilizado das folhas de Alpinia zerumbet foi
acima de 5.000 mg/Kg, mostrando-se uma substancia com baixissima
toxicidade aguda.

v' O extrato aquoso liofilizado das folhas da planta Alpinia zerumbet nao
demonstrou nenhuma atividade genotdxica, resultados evidenciados

tanto pelo ensaio do cometa como o do micronucleo.

v' O 06leo essencial das folhas da planta Alpinia zerumbet ndo mostrou
ser uma substancia toxica frente a células tumorais de varias linhagens
humanas e de camundongos sendo a ICsy desta substancia acima de 5
Mg/mL para todas as linhagens de células testadas. Essa substancia
também ndo demonstrou ser toxica contra células normais humanas,

como os linfécitos, sendo a ICsp cerca de 19,76%;
v' O 6leo essencial ndo apresentou atividade hemolitica.

v O 6leo essencial ndo agiu genotoxicamente, fato evidenciado pelos

resultados dos ensaios do cometa e do micronucleo.
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7 CONCLUSAO

Ao término do trabalho, concluimos que o extrato aquoso e o 6leo essencial

nao foram toxicos nem genotoxicos.
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