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ENSAIOS BIOLOGICOS PARA AVALIAR O EFEITO RADIOPROTETOR DA
MOMORDICA CHARANTIA L.

Autor: Simey de Souza Leado Pereira Magnhata

Orientadora: Profa. Dra. Maria Teresa Jansem de Almeida Catanho

RESUMO

A medicina popular dispde das plantas como recurso para tratar enfermidades
com frequéncia. Dentre as espécies vegetais utilizadas estd a Momordica
charantia L., Meldo Sdo Caetano, que ocorre nhas Américas do Sul e Central e
particularmente, no Nordeste do Brasil. Esta espécie tem sido usada como agente
anti-diabético, anti-tumoricida, anti-helmintico e anti-ulcerogénico. Neste estudo, o
objetivo foi avaliar a acdo biologica e farmacolégica da Momordica charantia L., e
seu provavel potencial radioprotetor. Neste contexto, ensaios biolégicos foram
utilizados para caracterizar o extrato aguoso da Momordica charantia L. quanto ao
efeito toxico, ao papel metabdlico e hormonal, a atividade antiinflamatéria, a acéo
sobre o tecido sanguineo e sua biodistribuicdo em camundongos Swiss e ratos
Wistar. Os ensaios biol6gicos fizeram uso de técnicas cromatogréficas,
bioquimicas, de fragilidade osmatica, de morfologia e de radioimunoensaio. Nos
testes realizados havia grupos tratados com o extrato aquoso da Momordica
charantia L. nas concentracdes de 30,60,100 e 250mg/kg e grupos controle
negativos e positivos utilizando o AAS 250mg/kg e NaCl 0.9%, respectivamente, a
depender do aspecto avaliado. Os resultados obtidos sdo concordantes com a
literatura, contudo destacam-se pela possibilidade de demonstrar propriedades
numa espécie do Nordeste brasileiro. Segundo os resultados, o extrato aquoso da
Momordica charantia L. apresenta comportamento protéico, € passivel de
marcacdo com o tecnécio-99m, apresenta evidente propriedade antioxidante
comprovada também morfologicamente, ndo promove fragilidade celular, tem
efeito farmacoldgico acentuado sobre a concentracdo sérica de insulina e redutor
em relagdo a glicose sérica, altera o calcio sérico, demonstra atividade
antiinflamatodria e altera a biodistribuicdo nos tecidos, sobretudo no figado, rins e
testiculos, tecidos que apresentam a enzima antioxidante glutationa, justificando
seu provavel potencial radioprotetor.

Palavras-chaves: radioprotetor, Momordica charantia, radiofarméacia



BIOLOGICAL ASSAYS TO EVALUATE THE RADIOPROTECTOR EFFECT OF
MOMORDICA CHARANTIA L.

Author: Simey de Souza Ledo Pereira Magnata

Adviser: Profa. Dra. Maria Teresa Jansem de Almeida Catanho

SUMMARY

The folk medicine uses plants and herbs to treat diseases, frequently. The
Momordica charantia, Meldo Sao Caetano (bitter melon), is found in South and
Central America and in Northeast of Brazil. It has been used as an anti-diabetic
agent, anti-tumor, anti-helmintic and anti-ulcerogenic. The aim of this study was to
evaluate the biological and pharmacological activities of Momordica charantia, and
it's probable radioprotector effect. For this purpose, biological assays were used to
study Momordica charantia’s aqueous extract, with regard toxic effect, metabolic
and hormonal action, to evaluate the anti-inflammatory activity, action on blood
tissue and biodistribution in male Swiss mice and male Wistar rats. The biological
assays used were: chromatographic, biochemistry, osmotic fragility, morphology
and radioimmunoassay techniques. In these experiments, the test groups used
Momordica charantia’s aqueous extract in some concentrations: 30, 60, 100,
250mg/kg and negative and positive control groups used AAS 250mg/kg and NaCl
0,9%, respectively, to depend on the evaluated aspect. The results agreed with
some recent researche; furthermore, pointed out properties in a Brazilian
Northeast specie. According to results, Momordica charantia’s aqueous extract
presents protein behavior, is able to labeling red blood cells with tecnécio-99m,
has antioxidant properties, also in morphologic aspects, and does not modify
cellular fragility. It promotes a significant increase of seric insulin and reduces seric
glucose, modifies seric calcium, showed a high anti-inflammatory effect,
especially, modifies uptake in the target tissues, over in the liver, kidneys and
testis, that presents the antioxidant enzyme glutathione, thus demonstrated its
radioprotetor potential.

Key-words: radioprotector, Momordica charantia, radiopharmacy



1 INTRODUCAO

O uso de plantas como recurso terapéutico é aplicado pela medicina
popular, desde as primeiras praticas curativas da historia. Cerca de 25% dos
medicamentos vendidos pela industria farmacéutica, sdo derivados das plantas,
contudo o mecanismo de acdo das mesmas ainda precisa ser melhor elucidado
(JAFRI et. al., 2000).

Uma tendéncia atual é estudar as interacBes recorrentes do uso
concomitante desses produtos naturais as intervenc¢des da medicina convencional
(BERNARDO-FILHO et al., 1990). E dentre as espécies vegetais utilizadas esta a
Momordica charantia L., conhecida popularmente como meldo Sado Caetano. Este
vegetal pertence a familia das Cucurbitaceae e apresenta diversas aplicacdes
dentro da medicina popular e especialmente na medicina Oriental. Esta
trepadeira, de finas hastes e folhas alternadas, € encontrada nas Américas
Central e do Sul, e particularmente na regido Nordeste brasileira. Segundo a
populacao indiana, apresenta propriedade hipoglicemiante, anti-tumoricida e anti-
ulcerogénica. E utilizada também como antiinflamatéria, de forma empirica,
necessitando assim de consideracdes cientificas (PNKNEY & HERRON, 1996;
YEH et. al., 2003).

Em pesquisa basica, além dos fitoterapicos, outro aliado que tem
despertado interesse e apresentado consideravel progresso é a radiacdo
ionizante. Ambos sao ferramentas Uteis na elucidacdo diagndstica e terapéutica
de doencas, embora ndo se deva deixar de considerar a interacdo entre 0s
principios ativos das plantas medicinais e os radionuclideos (MATTOS et al.,
1999; SIMOES et al., 1997).

Neste contexto, um diferencial seria estudar as propriedades dos
fitoterapicos, correlacionadas as aplicacbes da radiacdo ionizante. A literatura
demonstra que todos os trabalhos que adotam essa linha de pesquisa,
preocupam-se em estudar o aspecto radiomodificador. Essa vertente surge da
necessidade de estabelecer meios de protecédo as células tratadas pela radiacéo,
ja que em radioterapia a dose aplicada € capaz de promover necrose no tecido.

Assim, apesar do planejamento realizado antes e durante a execucdo do



tratamento, a radiagdo, muitas vezes, danifica também os tecidos sadios
(JAGETIA & BALIGA, 2002; JAGETIA et. al., 2004).

Dessa forma, em todas as pesquisas que visam determinar caracteristicas
radiomodificadoras, a busca é crescente em relacdo ao aspecto radioprotetor.
Nesses estudos, 0 alvo é a concentragdo sérica da enzima glutationa, pois a
mesma exerce papel antioxidante no sistema biolégico. Neste trabalho foi
realizada uma abordagem mais ampla, onde houve uma caracterizacao
metabdlica, hormonal e farmacoldgica, do extrato aquoso da Momordica charantia
L. e além disso foi possivel realizar consideracées em relacdo ao seu provavel
efeito radioprotetor a partir dos dados obtidos, fazendo correlag6es fisiologicas.
Diante do exposto, a busca de plantas medicinais com propriedades
radioprotetoras deve ser estimulada. Esses estudos podem proporcionar a fusao
de ferramentas disponiveis no pais e estimular a biotecnologia, sobretudo com a
possibilidade de diminuir a interface entre as ciéncias béasicas e garantir respaldo

social.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a acdo biologica e

farmacoldgica da Momordica charantia L., a partir do seu extrato aquoso. Em

particular observar seu provavel potencial radioprotetor, utilizando técnicas

convencionais e da radiofarmacia.

2.2 Objetivos especificos

Determinar o efeito do extrato aquoso da Momordica charantia L. em ratos

Wistar e camundongos Swiss, a depender do experimento, sobre os seguintes

aspectos:

Efeito toxico em animais (DLso);

Caracterizacdo bioquimica e radioquimica, em relagéo ao *°™Tc;

Efeito metabdlico (glicose e célcio) e hormonal (insulina e cortisol);

Acao antiinflamatoria;

Acédo sobre a marcacdo de hemécias e proteinas do plasma com ®™Tc e a
fragilidade osmdtica.

Avaliar a morfologia das células sangiineas;

Avaliar a biodistribuicdo no animal estudado, de forma aguda e crénica.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 As plantas medicinais

Os primeiros recursos que o homem disp6s para tratar de suas
enfermidades foram provenientes de plantas e ervas, tendéncia essa que se
perpetua uma vez que é incalculavel o nimero de principios ativos que estdo ao
alcance e ainda sdo desconhecidos. Dados disponiveis revelam que apenas 15 a
17% das plantas do mundo foram estudadas quanto ao seu potencial de acéo,
namero que cai para 8% no Brasil. Com base nessas informagdes, observa-se um
déficit alto, quanto aos estudos dos fitoterapicos, ja que o Brasil apresenta a maior
diversidade genética vegetal do mundo (BROWN, 1995; SOEJARTO, 1996).

As plantas medicinais apresentam uma ou mais substancias quimicas com
acdo farmacoldgica capazes de interagir com o0 organismo humano e de outros
animais, restabelecendo sua saude e equilibrio. Estima-se que 2/3 da diversidade
biolégica mundial estdo nas zonas tropicais, das quais, 0S recursos genéticos
constituem as espeécies de interesse soOcio-econdmico atual e um patriménio
nacional (EMBRAPA, 2004).

Os fitoterapicos sdo substancias ativas presentes nas plantas medicinais
como um todo, ou em parte dela, podendo ser extraidos através de diversos
procedimentos. Em sua grande maioria, 0s constituintes quimicos responsaveis
pela atividade farmacolégica ndo sdo conhecidos e envolvem a interacdo de
varias moléculas presentes no extrato ou em outros componentes do vegetal
(EMBRAPA, 2004).

Os farmacos naturais, ou seja derivados de plantas medicinais, foram
durante muito tempo, o principal e Unico recurso disponivel aos profissionais da
saude. A exemplo disso, tem o uso da tamarindo (Tamarindus indica), cujo fruto é
excelente para tratamento de lesdes no estdbmago e esodfago; o coco (Cocos
nucifera), cuja preparacdo pode ser usada para o tratamento de doencas do
estbmago; a quebra-pedra (Phyllanthus niruri) usada para distlrbios renais e a
mirra (Commiphora molmol) conhecida como ténico, expectorante e estimulante
das funcdes digestivas. Além desses, também se destacam o maracuja-acu

(Passiflora quadrangularis), que € bastante usado como sedativo, e a Punica



granatum (roméazeiro), que é um arbusto denso e ramoso, de coloracdo verde
brilhante, usado na medicina popular como antiviral, antidisentérico, anti-
inflamatorio e bactericida (NIMRI; MEQDAM & ALKOFAHI, 1999; MOUHAJIR et.
al., 2001; NASCIMENTO et. al.,2000), demonstrando também atividade sobre os
niveis de glicose em ratos (JAFRI et. al., 2000).

3.1.1 Momordica charantia L.

Ha alguns exemplares de vegetais que se destacam pelo potencial
terapéutico aplicavel a diversos disturbios fisiopatologicos. Uma delas, conhecida
popularmente no Brasil, como “Meldo de Sdo Caetano” tem sido usada como
antidiabético, anti-helmintico, contraceptivo, purgativo, sendo Uutil também no
tratamento do reumatismo, de febres e estomatites (GROVER & YADAV, 2004).

A Momordica charantia L., Figura 1, pertence a familia das Cucurbitaceae,
€ uma trepadeira tropical de hastes finas e frageis que ocorre no México, Caribe,
nas Ameéricas Central e do Sul e no Extremo Oriente. As folhas sdo flacidas,
verdes opacas e alternadas, os frutos sdo oblongos e de coloracdo laranja
brilhante, quando maduros. E tradicionalmente usada na medicina Oriental e
Caribenha, é rica em vitaminas A e C; os frutos verdes e as sementes contém
mais principio ativo do que as folhas, e seu extrato tem acéo abortifera. A
decoccéao das folhas é usada no tratamento de muitas doencas como estomatite,
febre, diabetes, cancer, entre outras, sendo enfatizada a sua agéo
hipoglicemiante em pesquisas (PINKNEY & HERRON, 1996).

A Momordica charantia L. apresenta propriedades anti-HIV e antitumoral,
gracas a atividade da proteina MAP30 e MAP30 recombinante, presentes na
mesma, conforme LEE-HUANG et al. (1995), como também devido a MRK 29,
descrita por JIRATCHARIYAKUL et al. (2001) e a alfa-mormocharin, segundo
ZENG et al. (1999). Ao agir como antitumoral, a MAP 30 atua em células
humanas de cancer de mama conforme LEE-HUANG et al., (1994) e nas
experimentagdes com o céncer de colon (KOHNO et al, 2004). O seu extrato é
usado com sucesso também nos casos de leucemias em ratos (CUNNICK et al.,
1990). O suco do fruto quando administrado em pacientes com cancer de colo

uterino, que foram submetidos a radioterapia, ndo altera os niveis de células do



tipo linfcitos naturais killer, mas modifica a concentracao de P-glicoproteina nas
membranas das células alteradas (PONGNIKORN et. al., 2003).

Figura 1: Momordica charantia — folhas, flor e
fruto (www.chiquita.com/naturecommunity/images).

Seus efeitos sobre o diabetes sdo explorados sob diferentes abordagens.
O extrato alcodlico e aquoso da Momordica charantia promove segundo RATHI,
GROVER & VATS (2002) queda drastica na concentracdo sérica de glicose em
ratos aloxanizados e camundongos tratados com streptozocin (STZ). AHMED et
al. (2001) relatam a capacidade do suco em reduzir também os niveis de lipideos
e aumentar o colesterol nao esterificado, triglicerideos e fosfolipideos no plasma
de ratos com diabetes tipo I. Uma pesquisa, realizada em 100 pacientes com
diabetes melitus tipo Il moderada, que ingeriram uma suspensao aquosa da polpa
do meldo, demonstra acédo hipoglicemiante em 86% dos casos (AHMAD et al.,
1999). O Diamed, uma formulacdo composta por trés plantas medicinais
(Azardirachta indica, Cassia auriculata e Momordica charantia) provoca uma
reducdo na glicose sanglinea, na hemoglobina glicosilada e um aumento na
insulina plasmatica e hemoglobina total (PARI, RAMAKRISHNAN &
VENKATESWARAN, 2001).



Uma avaliagdo a partir do fruto da planta, demonstra um aumento
significativo do namero de células p pancreéticas, assim como das células 6
(AHMED et al., 1998; AHMAD et al., 1999). Se os testes sado realizados em
camundongos diabéticos induzidos por streptozocin (STZ), observa-se o efeito
hipoglicemiante do suco do meldo de Sado Caetano tanto in vivo quanto in vitro,
havendo também um efeito radioprotetor das células supracitadas e das células f3
(SITASAWAD, SHEWADE & BHONDE, 2000).

Os diferentes aspectos da Momordica charantia séo tratados em trabalhos,
incluindo diversas plantas da India, que apresentam potencial antidiabético
(GROVER; YADAV & VATS, 2002; KAR, CHOUDHARY & BANDYOPADHYAY,
2003; YEH et. al.,, 2003) e com atividades antioxidantes (SCARTEZZINI &
SPERONI, 2000). Os efeitos adversos e a eficicia clinica sdo abordados numa
revisdo, segundo BASH; GABARDI & ULBRICHT (2003) e nesta admite-se que
componentes do extrato do meldo de Sdo Caetano tenham similaridades
estruturais com a insulina animal.

As fracbes metandlicas de Koimidori, uma variedade da Momordica
charantia L, parece ter potente atividade redutora do triglicerideo hepatico
(SENANAYAKE et. al, 2004). O extrato da planta é capaz de modular a expressao
de glutation S-transferase de ratos diabéticos e reverter sua distribuicdo tecidual
aos niveis controle (RAZA,AHMED & JOHN, 2004).

Indicativos experimentais denotam potencial antiinflamatério da Momordica
charantia L.. Uma peroxidase presente na planta, obtida de fracOes
cromatograficas, catalisa a oxidacdo do acido ferulico a um agente inibidor da
liberacdo de fatores proinflamatorios, de acordo com OU et al. (2003). Ao ser
administrado na dieta, induz respostas antiinflamatérias in vivo, de forma
sistémica, e in vitro, em células do epitélio intestinal (MANABE et al., 2003).

Apesar das propriedades presentes na Momordica charantia L, segundo a
literatura, ainda existe a necessidade de investigar e esclarecer o seu mecanismo
de acdo adequado. E importante avaliar a acédo fisiologica que o vegetal
apresenta, sobretudo, aquela espécie encontrada no Nordeste brasileiro, para o
desenvolvimento cientifico local e interrupcdo do uso empirico. Outro aspecto que

deve ser ressaltado, € que as propriedades de uma planta estdo relacionadas



com o solo e condigbes ambientais aonde é cultivada, proporcionando assim

propriedades especificas para cada regiao estudada.

3.2 Radiacao ionizante na medicina

Além das plantas medicinais, outra ferramenta com papel fundamental nas
praticas curativas € a radiacao ionizante. Suas aplicacbes tém crescido ao longo
dos anos e demonstrado ser de grande importancia na elaboracdo e
aprimoramento de tratamentos e principalmente, diagnosticos. Essa contribuicdo
teve inicio com a descoberta dos raios-X por Roentgen em 1895 e da
radioatividade natural por Becquerel, em 1896 (EARLY & LANDA, 1995; ICE,
1995).

Segundo CAMERON & SKOFRONICK (1978), as primeiras observacdes
sobre danos biolégicos gerados pelo uso da radiacdo ionizante, sugeridas desde
1896, envolvem operadores de raios-X que sofreram queimaduras. Logo depois, o
casal Curie mostra a possibilidade de utilizar as radiacdes ionizantes para destruir
células cancerosas, através da radiacdo emitida pelo elemento R&dio, esse
procedimento foi denominado de “Curieterapia®’(BRODSKY, KATHEN & WILLIS,
1995). Em seguida, instituiu-se a radioterapia, um tratamento usando a radiacao
ionizante, que consiste em aplicacdo programada de doses de radiacdo ionizante
para destruir as células tumorais (CAMERON & SKOFRONICK, 1978).

No inicio do século XX, segundo CAMERON & SKOFRONICK, (1978)
comegaram os procedimentos em medicina nuclear, quando Wickman e Degrais,
em 1910, utilizam-se de injecdes de radio em lesdes cutaneas provocadas pelo
lipus e em 1913, Frederick Proescher publica sobre a injecédo intravenosa de
radio para tratamento de outras doencas. Dessa forma, o uso racional da radiacao

ionizante cresceu progressivamente até os dias atuais.
3.3 Medicina nuclear e radiofarmacos
A medicina nuclear € a especialidade médica voltada ao uso diagndstico ou

terapéutico de compostos radioativos, os chamados radiofdrmacos. A riqueza e a

capacidade diagnoéstica em medicina nuclear residem na diversidade dos



radiofarmacos disponiveis atualmente. O termo legalmente definido para
radiofarmaco pela Federal Register of USA é farmaco radioativo, ou seja, uma
substancia a qual apresente propriedades farmacolégicas e que esteja acoplada a
um radionuclideo capaz de apresentar desintegracdo espontanea de nucleo
instavel, com emissdo de particulas nucleares ou fétons (RODHES & CROFT,
1978).

A radiofarmacia € definida pelo Conselho Federal de Farmacia, em sua
resolucdo 456, como a pratica farmacéutica no estudo, preparacao, controle e
dispensacdo dos medicamentos do tipo radiofarmacos, conceito esse valido para
a area industrial e hospitalar. A radiofarmacia é o ramo da ciéncia que estuda os
aspectos da quimica, farmacologia, bioquimica, fisiologia e disciplinas similares,
visando o uso de substancias radioativas como tracadores metabdlicos (BRASIL -
CFF, 2005).

Conforme RODHES & CROFT (1978) foram as atividades realizadas no
Instituto Oak Ridge, em 1946, que iniciaram o uso e producédo dos radionuclideos
para aplicacbes médicas. Como a radiofarmacia depende da presenca de um
radiofarmaco adequado, é importante entender as aplicacdes desses compostos.
A nivel estrutural, um radiofarmaco apresenta um radionuclideo, que é fonte de
radiacao, e um farmaco, responsavel pela seletividade biol6gica do composto.

Em torno de 95% dos radiofarmacos usados em medicina nuclear sdo para
fins diagndsticos e possuem especificidade com o 6rgéao (alvo) a ser estudado.
Este complexo, normalmente, é administrado em pequenas quantidades, devendo
apresentar carater apirogénico e esterilidade, como também, ser submetido a um
controle de qualidade que assegure o seu emprego (EARLY & SODEE, 1995;
HARBERT;ECKELMAN & NEWMAN, 1996).

Para fins diagndsticos, o radiofarmaco, além de apresentar seletividade por
um o6rgao, deve retratar a fisiologia e a fisiopatologia do sistema em estudo, deve
ter uma meia-vida curta e uma atividade que permita sua detec¢cdo no organismo.
Nesse caso, mantém-se a radiagdo no nivel mais baixo possivel, dando-se
preferéncia a radionuclideos que ndo emitam nem radiacdo beta nem alfa
(HARBERT;ECKELMAN & NEWMAN, 1996).

Os radiofarmacos sdo administrados em humanos e como existem

limitacdes quanto a deteccdo externa das radiagbes, no ambito do diagndstico,
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eles devem apresentar algumas caracteristicas importantes. Essas propriedades
sd@o necessarias do ponto de vista fisico, quimico e bioldgico, dentre as quais se
destacam: ser de facil obtencéo; emitir radiacdo de natureza e energia adequada
a finalidade; ter meia-vida efetiva curta; possuir alta razéo tecido alvo/tecido ndo
alvo; apresentar estabilidade in vivo; ter solubilidade, e ser passivel de reacfes de
marcacdo, ou seja, atender a todas as exigéncias de um farmaco de uso
parenteral (SAHA, 1998).

A aplicacdo dos radiofarmacos, como fontes ndo seladas, também tem
finalidades terapéuticas. Na terapia, o radiofarmaco serve como “fonte de
irradiagdo”. Ele também pode ser empregado para irradiar uma determinada
regido, no tratamento de tumores. Ele pode ser administrado localmente,
diretamente no sitio a ser irradiado, ou de forma sistémica, por via oral ou
endovenosa. O critério de selecdo do radionuclideo, para uso terapéutico, baseia-
se em sua meia-vida efetiva e no tipo de emissdo (RODHES & CROFT , 1978).

3.4 O tecnécio metaestavel (**"Tc)

Mesmo com o advento tecnolégico e desenvolvimento de outros
radionuclideos, o *™Tc é um dos radionuclideos (RN) mais utilizados na préatica
meédica. Este RN foi descoberto pelo fisico italiano E. Segré, em 1936, ao realizar
seus estudos no instituto Berkeley (EUA), num dos primeiros ciclotrons do mundo.
Observou-se que um radionuclédeo, denominado molibidénio-99 (**Mo), quando
irradiado com déuterons originava um outro elemento, desconhecido naquela
data, que era capaz de emitir radiacdo. Ao analisar melhor o fenbmeno, Segré,
juntamente com o seu auxiliar C. Perrier publicaram suas conclusées em 1937,
porém o nome proposto para o novo elemento so foi aceito oficialmente em 1946.
O termo tecnécio, em grego significa “o artificial”; atualmente sdo conhecidos 21
isétopos do tecnécio, todos radioativos, com numero de massa que varia de 90 a
110 e com meia vida de 0,83 segundos a 4,2 x 10° anos (HUSAK & VLCEK, 1982;
HOLLAND; DEUTSCH & HEINEMAN, 1986; BONNYMAN, 1983).

O tecnécio (Tc) € um dos elementos mais utilizados, na medicina nuclear,
porque apresenta caracteristicas altamente favoraveis ao seu uso. Ele é um

produto do decaimento radioativo do *°Mo por emissdo beta negativa. E
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encontrado num estado metaestavel, onde sua desativacdo ocorre por transi¢cao
isomérica a **Tc, com emissdo de féton gama principal de energia da ordem de
140 keV. Como os fétons nesta faixa de energia apresentam boa penetracao nos
tecidos, sua meia vida é curta (6 horas) e a sua radiotoxicidade é baixa. O
emprego deste radionuclideo na medicina nuclear é interessante, pois estas
caracteristicas citadas, resultam em altas taxas de contagens e numa melhor
qualidade das imagens (BAUER & PABST, 1982; HUSAK & VLCEK, 1982;
HOLLAND; DEUTSCH & HEINEMAN, 1986; BONNYMAN, 1983).

Aproximadamente 80% de todos os radiofarmacos usados na medicina
nuclear sdo compostos marcados com tecnécio metaestavel (**"Tc). A razdo
dessa preferéncia sdo as caracteristicas fisico-quimicas extremamente
favoraveis, ja citadas neste texto, que esse radionuclideo apresenta, ressaltando
a facilidade de conjugacdo com outras moléculas, devido o mesmo apresentar
oito estados de oxidacdo, de -1 a +7, como resultado da perda de elétrons nos
orbitais 4d e 5s ou do seu ganho no orbital 4d, além da viabilidade de obtencédo
pelo gerador ®Mo-""Tc¢ (ARANO, 2002).

O #™Tc é um isétopo considerado ideal para as aplicagdes médicas. Sua
meia-vida é longa o suficiente para permitir a realizacdo dos exames diagndsticos
a que se propde, mas curta o suficiente para que as doses que 0 paciente receba
sejam minimas. A auséncia de emissdo beta diminui ainda mais as doses
recebidas pelo paciente, por isso 0 *™Tc pode ser empregado em atividades mais
altas com reducédo do tempo de rastreamento no exame (BAUER & PABST, 1982;
SAHA, 1998).

3.4.1 Areducéo de ®"Tc e a marcacdo de farmacos

O #™T¢ é obtido a partir do gerador **Mo/**™Tc na forma de pertecnetato
de sodio, cujo anion [(Tc’*04*)] apresenta-se num estado de oxidacdo nao
reativo. Isso torna necesséria uma reacao de reducédo, para que, num estado de
oxidacdo mais baixo, haja ligacdo quimica. A reducdo e a formacdo dos
complexos marcados com o radionuclideo **™Tc dependem do potencial redox, da
concentracdo dos agentes redutores, da estabilidade do complexo, da

temperatura e do tempo decorrido ap6s o contato com os reagentes (RODHES &
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CROFT 1978). Os radiofarmacos para marcacao sao encontrados na forma de
kits comerciais que contém o farmaco liofilizado, um agente redutor e também
podem conter um agente conservante (HOLLAND; DEUTSCH & HEINEMAN,
1986; SAHA, 1998).

O agente redutor mais amplamente empregado é o cloreto estanoso
(SnCl,.2H,0). Normalmente este agente redutor compde os kits na forma
liofilizada junto ao farmaco a ser marcado. As espécies reduzidas de **"Tc podem
combinar-se com varios quelantes, os quais doam um unico par de elétrons para
formar ligagdo coordenada covalente. Alguns grupos oxi e oxitecnécio s&o
responsaveis pela estabilizacdo dos complexos-**"Tc. A estereoquimica dos
compostos depende do ligante, numero, tipo e arranjo dos atomos doadores,
conformacdo do ligante e geometria de coordenacdo do metal, dentre outros
fatores (IKEDA; INOUE & KURATA, 1976; SAHA, 1998).

Elementos do sangue marcados com %*"Tc tém sido usados em clinicas de
medicina nuclear em muitas aplicacfes: imagem do sistema cardiovascular,
deteccdo de hemorragia no sistema gastrintestinal e localizacdo de hemangiomas
intramusculares (EARLY e SODEE, 1995).

Em se tratando da marcacdo de estruturas biolégicas, um tecido muito
estudado € o hematopdiético, ja que € o primeiro a apresentar alteracdes em caso
de contaminacado e/ou acidentes e servir como fonte diagnéstica. Na marcacao de
hemacias e proteinas plasmaticas, a presenca de substancias quimicas de origem
natural ou sintética, pode alterada a qualidade da marcacdo. No procedimento
experimental da marcacdo de hemacias com *™Tc, o cloreto estanoso e o
pertecnetato sdo utilizados porque atravessam bem a membrana plasmética e
assim, quanto mais reduzido estiver o complexo, maior serda a eficiéncia da
marcacao e maior também a captacao do radionuclideo nas hemacias (OLIVEIRA
et. al., 2000). Além disso, o mecanismo de fixacdo do %*"Tc nas hemAcias
consiste na ligacdo do radionuclideo na hemoglobina, mais precisamente em sua
cadeia B (SAHA, 1998; BERNARDO-FILHO et. al., 2005).

3.4.2 O Gerador *Mo-*"Tc
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Segundo HOLLAND; DEUTSCH & HEINEMAN (1986), o gerador **Mo-
9MTc foi desenvolvido pelo Brookhaven National Laboratory. Ele utiliza o
molibdénio-99 (**Mo), meia-vida de 67h, como &tomo primitivo (pai) gerando, por
emissé&o beta, o **"Tc, 4tomo derivado (filho), com meia-vida de 6h. Fisicamente o
gerador constitui-se num cilindro, blindado por chumbo, que acondiciona na
estrutura interna o molibdénio, de maneira a permitir a extragéo do *™Tc.

Uma boa parte dos geradores de **"Tc utiliza um sistema no qual o **Mo,
sob a forma de molibdato, encontra-se fortemente adsorvido numa coluna de
alumina, (Figura 2). A eluicdo € feita com solucdo salina (NaCl) 0,9%, onde o
9MTc é arrastado, dissolvido na forma de pertecnetato (TUBIS & WOLF, 1976;
HUSAK & VLCEK, 1982).

Figura 2: Gerador **Mo-*"Tc (TUBIS & WOLF, 1976)

3.4.3 Controle de qualidade de radiofarmacos marcados com *™Tc

Os testes de controle de qualidade sé@o importantes para os farmacos em
geral e podem ser de duas categorias: os fisicos-quimicos e os bioldgicos. Os
primeiros incluem ensaios de pureza quimica, osmolaridade, pH, condutividade e

estado fisico, principalmente em se tratando de um coléide. Os outros testes
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abrangem ensaios de esterilidade, apirogenicidade e toxicidade. Os ensaios mais
comuns nas radiofarmacias hospitalares sdo as determinacdes de pH, pureza
radionuclidica e radioquimica (SAHA, 1998).

3.4.3.1 pH

Os valores do pH vao interferir na adequacéo fisiolégica e estabilidade
radioguimica do farmaco. A maioria dos radiofarmacos esta numa faixa de pH
entre 4 e 8,5, no entanto niveis de pH mais extremos sdo admitidos devido ao
poder tamponante do sangue (BAUER & PABST, 1972).

3.4.3.2 Pureza radionuclidica

A pureza radionuclidica € a razdo, expressa em porcentagem, da
radioatividade do radionuclideo, em relagdo a radioatividade total da fonte. Para
estabelecer essa pureza, a radioatividade e a identidade de cada nuclideo
presente devem ser conhecidas. Muitas substancias radioativas para uso meédico
contém pequenas quantidades de radionuclideos néo intencionais. Existem
diferentes razdes para isso, a contaminacao pode ocorrer durante o processo de
producdo ou, no caso do sistema de geradores, na separacdo incompleta do
radionuclideo filho em relacdo ao radionuclideo pai. Normalmente essas
impurezas ndo aumentam a dose absorvida, ainda assim, a presenca de
nuclideos estranhos pode aumentar a dose de radiacdo ao paciente e obscurecer
a imagem cintilografica (BAUER & PABST, 1982).

3.4.3.3 Pureza radioquimica

A pureza radioquimica € a razdo, expressa em porcentagem, da
radioatividade do radionuclideo testado, em relacéo ao total da radioatividade do
radionuclideo presente na fonte. Sua determinacdo consiste em separar
substancias quimicas diferentes que contém o radionuclideo e a medida de
radioatividade ligada a substancia quimica declarada. Dentre os meétodos de

separacao analitica, aquele mais indicado, € a cromatografia em placa, gracas a
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sua simplicidade e confiabilidade. Este teste é importante, pois a presenca de
impurezas radioquimicas resulta na perda de qualidade da imagem devido ao alto
background dos tecidos vizinhos e do sangue (BAUER & PABST, 1982).

Na cromatografia, uma aliquota do radiofarmaco, de 10uL em média, é
aplicada na fase estacionéria, geralmente numa tira, ou de papel Whatman, ou
placa impregnada com silica gel (conhecida como ITLC-SG do inglés instant thin-
layer chromatography silica gel). Entdo a corrida cromatogréafica decorre de forma
ascendente num recipiente fechado com sistema de eluicdo apropriado (SAHA,
1998).

ApoGs o desenvolvimento da cromatografia, com a fase estacionaria seca,
as posicoes das areas radioativas sao detectadas por um dos trés métodos: auto-
radiografia, medida da radioatividade ao longo da placa com auxilio de contadores
ou pelo corte da tira em faixas e medida da radioatividade em cada uma delas.
Logo em seguida, cada componente € caracterizado pelo valor do fator relacional
(Rf), o qual é definido como a razdo entre a distancia percorrida pelo componente
e a distancia percorrida pelo sistema de eluicdo desde o ponto de aplicacdo
(SAHA, 1998).

3.5 Interagdo medicamentosa na medicina nuclear

O diagnéstico de doencas cada vez mais, com o passar dos anos, tem sido
favorecido pela analise de imagens. Estas, atualmente, podem ser obtidas através
do uso de variados agentes fisicos, como as ondas mecanicas, o0 ultra-som, a
ressonancia nuclear magnética, os raios-X e a radiagdo gama. As imagens
obtidas contribuem com os profissionais de salde na elucidacéo de tratamentos
medicamentosos e/ou reabilitacdo (EARLY & SODEE, 1995; HARBERT;
ECKELMAN & NEWMAN, 1996).

Na medicina nuclear, os exames cintilograficos sdo os mais utilizados para
um diagndstico adequado. Como a imagem obtida depende da biodisponibilidade
do radiofarmaco e esta intimamente associada ao metabolismo de cada 6rgéo
alvo, essa imagem é considerada metabolica. Assim, alteracdes no metabolismo
ja podem ser observadas, antes mesmo que modificacdes anatébmicas ocorram,

contribuindo para uma identificagdo precoce de afecgcbes organicas. Nesse
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contexto, aspectos tedricos e préaticos da interacdo de drogas terapéuticas com
radiofdrmacos devem e tém sido estudados, gerando informacdes conflitantes
com a literatura especializada (BERNARDO-FILHO et al., 1990).

Assim, o conhecimento da possibilidade da interacdo medicamentosa,
sobretudo de fitoterapicos, com radiofarmacos é fundamental, uma vez que, pode
acarretar diagndéstico e tratamentos equivocados. N&o se pode esquecer também
que, se houver repeticdo do exame, vai ocorrer um aumento na exposicao a
radiacdo ionizante ao paciente e aos profissionais envolvidos no servico. Este fato
proporcionou uma atencao cuidadosa ao se tratar de diagnosticos com uso de
radiofarmacos, para que os resultados obtidos ndo sejam inadequados e nao
promovam uma ma interpretacdo dos exames. Isto porque, o comportamento do
radiofarmaco pode ndo ser o esperado e assim tanto esta biodisponibilidade,
quanto a ligacdo do radiofarmaco as hemécias e/ou leucdtcitos pode ser
comprometida pela presenca de principios quimicos originados de medicamentos
naturais, justificando um estudo mais elaborado desta possibilidade (SAHA, 1998;
MORENQO et al., 2004).

3.6 Compostos radiomodificadores

As substancias sintéticas e/ou naturais quando sdo administradas no
organismo podem influenciar na interacdo da radiacdo com a matéria,
modificando seus efeitos biologicos. A radiacdo € uma forma de energia capaz de
se propagar em meios materiais. Ao atingir o organismo vivo pode ejetar elétrons
orbitais de atomos presentes na matéria organica, tais como o hidrogénio,
oxigénio, carbono e o nitrogénio. Dessa forma, no contexto biol6gico, podem
provocar efeitos danosos como eritemas, diminuicdo da resposta imunolégica e
evolucdo dos danos até o cancer, aspecto esse de interesse para o estudo da
protecdo radiolégica (HALL, 1994).

3.6.1 Radiossensibilizadores
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A interagéo da radiagdo com a matéria pode proporcionar modificacfes de
carater radiossensibilizador ou radioprotetor, vai depender das caracteristicas
quimicas da substancia e, consequentemente, de sua forma de interacdo com o
organismo (JAGETIA et. al., 2003). As substancias com propriedades
radiossensibilizadoras sdo quimicamente ou farmacologicamente facilitadoras
para os efeitos da radiacdo. Sua acdo em células de mamiferos tem sido
observada na pratica da radioterapia, atuando de maneira semelhante nas células
tumorais e nos tecidos nao sadios (HALL, 1994).

Na radioterapia clinica o efeito radiosensibilizador € utilizado sob dois
aspectos, o uso das pirimidinas halogenadas ou a diminuicdo de hipdxia celular.
As pirimidinas® halogenadas agem reduzindo a necessidade de incorporacéo de
analogos quimicos e se baseia no fato do ciclo celular nas células tumorais
ocorrer em tempo inferior, em relagdo ao tempo do ciclo no tecido normal e assim
incorporar um quantitativo maior de droga. Devido a similaridade desses
compostos com a base timina, eles podem ser incorporados a cadeia do acido
desoxirribonucléico (DNA). Esta substituicdo permite que as células se tornem
mais sensiveis aos danos promovidos pela radiacdo X e ultravioleta, contudo o
efeito radiossensibilizador s6 ocorre efetivamente se a substituicdo ocorrer
durante varias geracdes celulares (HALL, 1994; JAGETIA et. al., 2003).

Em se tratando da inibicdo de hipdxia celular, esta situacdo ocasiona um
retardo no crescimento tumoral. E importante lembrar que a estrutura de um
tumor ndo consiste, simplesmente, em um aglomerado de células, (Figura 3). As
células neoplasicas ocupam menos da metade do volume tumoral, existem vasos
sanguineos e colageno. Algumas areas sao bem irrigadas, outras tém pouca ou
nenhuma vascularizacdo (células anoxicas e necroticas) e aquelas existentes
entre estas duas regides esta em hipoxia, ou seja baixa concentracado de oxigénio
(OLIVEIRA & ALVES, 2002).

! pirimidinas — base nitrogenada semelhante & timina presente no 4cido desoxirribonucléico (DNA) com
substituicdo do grupamento metila pelo grupamento halogenado.
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Figura 3- Seccdao transversal de um tumor sélido (OLIVEIRA & ALVES, 2002).

A radiosensibilidade celular sofre influéncia do aporte de oxigénio presente.
As células com oxigenacdo ideal sdo mais sensiveis aos efeitos da radiacéo
ionizante do que aquelas em hipdxia ou seja com baixa concentracao de oxigénio.
Isto ocorre devido a rapida ligacdo das moléculas de oxigénio com os radicais
livres, os quais sdo moléculas reativas, aumenta o potencial destrutivo destes as
biomoléculas. As células em hipdxia séo resistentes a radioterapia gracas a baixa
concentracdo de oxigénio e provavelmente resistentes a quimioterapia também,
pois permanecem em estado Gp do ciclo celular por tempo indeterminado. Uma
aplicacdo pratica desta possibilidade €& a camara hiperbarica, onde a
radiossensibilidade celular é estimulada nestas areas com alta concentracdo de
oxigénio (OLIVEIRA & ALVES, 2002).

Outro aspecto que deve ser ressaltado é que a eficiéncia da
radiossensibilidade é dependente da eletroafinidade dos compostos, favorecendo
melhores resultados em estudos in vitro do que in vivo, onde as condi¢cfes
guimicas e farmacol6gicas sdo mais dificilmente controladas (ZEMAN et. al.,
1988; ADAMS, 1992).
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Dentre o0os compostos radiossensibilizadores conhecidos, existe o
misonidazole que é clinicamente usado como bloqueador da tricomoniase e do
crescimento tumoral. Este agente pertence ao grupo dos nitro-heterociclicos,
especialmente da classe dos nitroimidazéis, que segundo FARREL (1989) junto
com os carboxilatos de rédio (ll) apresentam boa atividade radiossensibilizadora,
mimetizando os efeitos danosos do oxigénio. O misonidazole apresentou
resultados eficientes em animais e parece ativo também em humanos. No entanto
€ neurotéxico, dessa forma novas investigacdes tém sido feitas com alteracdes
em sua estrutura quimica para atingir uma toxicidade dez vezes menor,
considerado valor ideal (OLIVEIRA & ALVES, 2002). Outro agente da mesma
classe quimica seria 0 etanidazole que apresenta propriedades semelhantes,
porém, uma meia vida inferior e constituicdo mais hidrofilica, quando comparado

ao misonidazole e propriedades semelhantes (URTASUN et. al., 1986).
3.6.2 Radioprotetores

Compostos quimicos ou naturais também podem atuar como
radioprotetores. A primeira evidéncia surgiu ao se estudar a cisteina?, em 1948,
quando Patt observou que os camundongos eram protegidos dos efeitos de uma
irradiacdo de corpo inteiro. Desde entdo, compostos com variadas propriedades
farmacoldgicas e quimicas tém sido estudados sob este aspecto. Nestes estudos
foi observado que os compostos sulfidrilicos, presentes na cisteina, apresentam
intensamente a caracteristica radioprotetora (HALL, 1994).

A avaliacdo do efeito radioprotetor € normalmente feita a partir de um
indicador, fator de reducédo de dose (Dose Reduction Factor — DRF), (Equacéo 1),
segundo JAGETIA; VENKATESH & BALIGA (2004) definido como :

1)

DRF = Dose na presenca da droga

Dose na auséncia da droga

2 Cistefna — amino&cido natural que contém um grupamento sulfidrila.
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Apesar do estudo de varios compostos sintéticos quanto a atividade
radioprotetora, ndo houve uma substancia que preenchesse todas as
caracteristicas necessarias a recomendacdo de seu uso na clinica, sugerindo
assim a necessidade de investigar a acao radiomodificadora de produtos naturais
bioativos (JAGETIA & BALIGA, 2002).

O mecanismo de acdo dos radioprotetores pode ocorrer através do
bloqueio na formacao dos radicais livres, que sdo compostos de alta reatividade e
gerador de danos celulares. Os radioprotetores competem com 0 oOxigénio e
quando o substituem na reacdo, formam estruturas ndo danosas as células. A
acado radioprotetora age em paralelo com o efeito oxigénio, apresentando
consequéncias maximas para radiacdes do tipo X e gama, contudo apresenta
efeito minimo para as particulas alfa de baixa energia (JAGETIA; VENKATESH &
BALIGA, 2004).

No mesmo grupo quimico da cisteina estdo os aminotidis, potentes
radioprotetores teciduais. Seu mecanismo de acdo pode ser via producdo da
hipéxia celular, blogueando os radicais livres, inibindo a reparacdo do acido
desoxirribonucléico (DNA), aumentando a captacdo de cisteina ou estimulando a
biossintese de glutationa (GSH), que é um radioprotetor natural de natureza
enzimatica. Entretanto, os aminotidis apresentam um papel mutagénico e
carcinogénico e podem contribuir para recidivas tumorais. Dessa forma os
compostos dessa classe tém sido sintetizados e investigados, como o aminothiol
2-N-propylamine-cyclo-hexanethiol (20-PRA), buscando manter sua acéo
radioprotetora e minimizar sua toxicidade (DOLABELA et. al., 1998).

Outro aspecto que merece destaque € a presenca de glutationa (GSH) e da
superoxido desmutase (SOD), enzimas associadas a reducdo da peroxidagéo
lipidica. JAGETIA et. al. (2004) observaram que quando ocorre a reducdo na
peroxidacao lipidica, acontece também o aumento na concentracdo de GSH,
favorecendo a protecdo da célula. O uso da radiacdo ionizante induz a
peroxidacdo lipidica e esta danifica o DNA promovendo a morte celular. Os
radicais livres formados iniciam a peroxidacao lipidica, principalmente dentro da
membrana celular com alta concentracéo de acidos graxo poli-insaturados. Como

as membranas microssomais e mitocondrias apresentam grande quantidade de
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acidos graxos, sdo as mais susceptiveis a peroxidacao lipidica que leva a perda
da integridade e funcionalidade celular.

Nesta perspectiva, plantas como a O. Sanctum, Moringa oleifera, Mentha
arvensis e Syzygium cumini tém sido estudadas e citadas como radioprotetoras
na mortalidade de camundongos (JAGETIA & BALIGA, 2002; UMA DEVI &
GANASOUNDARI, 1995; JAGETIA et. al., 2003). Assim como a Spirulina
platensis, Alium sativum, O. Sanctum, Chlorella vulgaris, Phyllanthus niruri, Panax
ginseng e Ginkgo biloba, que reduzem os danos radioinduzidos no tecido de
camundongos (ALAOUI-YOUSSEFI et. al., 1999).

Outro fitoterapico estudado € o marmelo-da-india, Aegle marmelos (L.)
Correa, popularmente conhecido como “bael’, muito utilizado pela populagado
indiana, onde é aproveitada praticamente toda a planta, e possui uma conotacao
mistica, sendo conhecida como a arvore do Lord Shiva. Na medicina indigena, a
planta € utilizada no tratamento de diarréias e disturbios estomacais, o fruto
apresenta acado antioxidante e as folhas atividade regenerativa nas células
pancreaticas de ratos. A planta conhecida como “bael” também age
semelhantemente a insulina organica, pois contribui para a reducdo da glicose
sérica e controle da massa corporal. Apresenta efeito citotoxico em células
neoplasicas de humanos, de diferentes origens histoldgicas, em estudos in vitro
(SHOBA & THOMAS 2001; KMALAKKANNAN & STANELY, 2003; DAS,
PADAYATTI & PAULOSE, 1996).

E interessante associar o estudo de compostos antioxidantes,
quimioterapicos e radioterapicos, pois seus mecanismos de ag¢do, mesmo
diferentes, cooperam para a elucidacdo do comportamento organico frente a
substancias naturais e sintéticas. Os antioxidantes, aplicados em pacientes que
se submetem a radioterapia, conseguem minimizar alguns efeitos adversos, sem
prejudicar o efeito da radiacdo sobre as células tumorais. Outros estudos teoricos
demonstram que eles também aumentam a eficacia terapéutica dos
antineoplasicos, ao bloquear o ciclo celular das células tumorais e
consequentemente o crescimento da massa tumoral (BLOCK, 2004).

A fim de se avaliar a acdo radioprotetora de compostos sintéticos ou
naturais em animais, é preciso uma observacao de pelo menos 30 dias apés a

irradiacdo. Deve ser particularmente avaliado, o epitélio gastrointestinal e as
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células primitivas da hematopoese, pois sdo essenciais a manutencéo da vida e
bons indicadores da sobrevivéncia celular (JAGETIA; VENKATESH & BALIGA,
2004).

O efeito radioprotetor esta relacionado com a via de administracdo usada
pelos individuos consumidores de extratos, infusbes e chas, pois em estudos
experimentais foram observadas diferencas entre os grupos tratados por via
intraperitoneal e via oral (gavagem). JAGETIA; VENKATESH & BALIGA (2004),
em seus estudos evidenciaram uma melhor resposta nos animais tratados por via
intraperitoneal, com 29% de sobrevivéncia, enquanto naqueles que receberam o
extrato oralmente ndo houve percentual de sobreviventes, no periodo de 30 dias.
No entanto, a via de administracdo oral prolonga o periodo de vida e os efeitos da
irradiacdo, mas ndo consegue evitar a morte. Apesar disso, a maioria dos
trabalhos sugere que os testes sejam realizados com a via oral, j& que esta via é
a mais utilizada pela populacdo adepta ao uso dos produtos naturais.

Estudos in vitro avaliam a capacidade antioxidante de radiomodificadores,
como também o desenvolvimento de novos compostos sintéticos e naturais com
potente acao radioprotetora. Conforme MARTIN et. al. (2001), a metilproamina é
um potente radioprotetor em relacéo ao composto [2-
((aminopropyl)amino)ethanethiol] (WR 1065), composto com ac¢édo conhecida na
literatura, em estudos in vitro. A metilproamina foi testada em células do tipo
fibroblastos de hamster, classificadas como do tipo V79, demonstrando acéo
radioprotetora eficaz.

Para uma substancia ser considerada eficiente como radioprotetora é
preciso apresentar um Fator de Reducao de Dose, discutido anteriormente, de 2,0
a 2,7 para a medula. Muitos compostos tém sido testados e dentre eles, a
aminofostine (WR 2721), que é uma pro-droga, apresentou os melhores
resultados, porém os ensaios biolégicos permanecem na busca de minimizar os
efeitos colaterais e toxicos. E sabido, por exemplo, que a medula e as glandulas
salivares ficam bem protegidas, porém o sistema nervoso ndo esta incluido nesta
protecdo devido o carater hidrofilico da WR 2721, e assim ndo atravessar com
facilidade a barreira hematoencefalica e poder proteger esse sistema nobre para
o organismo (HALL, 1994). A pro-droga WR 2721 pode ser ativada a nivel da
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membrana da fosfatase alcalina, tornando-se na droga WR 1065, j4 citada
anteriormente (HOSPERS; EISENHAUER & VRIES, 1999).

Dentre os compostos com acéo radioprotetora, as vitaminas também tém
se mostrado eficazes. A vitamina E, estudada com esse intuito na reparacao de
feridas no tecido de ratos, apresenta uma resposta radioprotetora efetiva, quando
utilizada na forma de alfa-tocoferol. Além disso, a vitamina E pode aumentar a
capacidade do sistema de reparo organico a nivel do acido desoxirribonucléico,
segundo MANZI, et. al. (2003).

LYUBIMOVA, et. al. (2001) avaliam, por sua vez, a acdo radioprotetora do
composto Hoechst 33342 sobre células endoteliais do cérebro de ratos e observa
eficacia na andlise in vivo, como também uma inibicdo da resposta apoptética. No
entanto, o Hoechst 33342 provoca radionecroses e paralisia; havendo a
necessidade de novas investigagdes experimentais.

Com base no exposto, fica evidente a necessidade de estudar e buscar
compostos que oferecam propriedades radioprotetoras para beneficiar as
aplicacoes da radiacdo ionizante na medicina. Essa linha de pesquisa vai
promover um crescimento técnico-cientifico e ao mesmo tempo permitir o
desenvolvimento de duas ferramentas importantes: os fitoterapicos e a radiacdo

ionizante; para o beneficio da populacgéo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Aspectos éticos

Este trabalho foi encaminhado e autorizado pela Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal do Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE), em 2004, sob o n° 178/04, cumprindo as
normas para experimentacdo animal do Colégio Brasileiro para Experimentacao
animal e as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of Health
Guide for Care and use of Laboratory Animals, seguindo a lei de 9.605 — art. 32 e
decreto 3.179 — art. 17 de 21/09/1999.

4.2 Animais

O estudo farmacoldgico com o extrato aquoso de folhas do Meldo Séo
Caetano foi realizado em camundongos albinos suicos, Mus musculus, machos e
fémeas, com 60 dias de idade, pesando entre 20 e 30g. Os animais foram cedidos
pelo Biotério do Departamento de Antibidticos, da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE) e permaneceram no Biotério do Departamento de Biofisica e
Radiobiologia, durante o periodo experimental. Os animais foram pesados e
separados em lotes de 10-20 animais, 0S quais permaneceram em jejum
“overnight” antes da realizagdo de cada experimento, de acordo com as normas
do Conselho Internacional para Animais de Laboratério Experimental (ICLAS). A
via de administracdo da droga utilizada variou a depender do tipo de ensaio
realizado, sendo utilizadas as vias intraperitoneal (ip) e oral ou gavagem (O)(
http://www.iclas.org/Documents.htm).

Nas atividades relacionadas a biodistribuicdo, fragilidade osmotica,
marcacdo de hemacias e proteinas plasmaticas foram utilizados ratos adultos
Wistar adultos (90 dias de vida) machos com peso na ordem de 200 a 250 g,
também cedidos e criados nas mesmas condicbes e dos mesmos Biotérios
citados para o uso dos camundongos. Os animais receberam racédo especifica,
labina/purina, e agua ad libitium, e foram mantidos nas estantes em gaiolas a

temperatura e umidade ambiente (22+5 °C), com 12 horas de claro para cada 12
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horas de escuro; os animais foram pesados e separados em lotes, 0os quais
permaneceram em jejum “overnight” antes da realizagao de cada experimento.

E valido esclarecer que a decisdo de usar camundongos ou ratos nos
experimentos levou em consideracdo apenas as diretrizes do ICLAS, e o

dimensionamento dos animais para adequar ao objetivo de cada experimento.

4.3 Preparacado do extrato aquoso

As amostras da planta Momordica charantia L. (Meldo Sédo Caetano) foram
coletadas no municipio do Cabo de Santo Agostinho — Pernambuco / Brasil. A
espécie foi identificada no herbario Geraldo Mariz, do Departamento de Botanica,
da Universidade Federal de Pernambuco, sob registro de n° 43873, onde constou

a seguinte informagéo:

Fam:Cucurbitaceae
Sp:Momordica charantia L.

Procedéncia: BR, PE, Cabo de Santo Agostinho (bairro: Enseada dos Corais)

Para preparacdo do extrato bruto, as folhas verdes foram selecionadas,
lavadas com &gua destilada e trituradas. Foi realizada uma decoccdo, numa
proporcao de 1g de folhas para 5mL de agua. Apoés resfriamento, em temperatura
ambiente, o extrato foi filtrado e submetido a liofilizacdo. Inicialmente foi realizada
uma abordagem fitoquimica com a qual se pretendeu evidenciar a composi¢ao
quimica do extrato aquoso em concentracdes diferenciadas e foram determinados
o pH do extrato e a coloracdo. Em seguida, o extrato aquoso das plantas
estudadas foi preparado, gerando solu¢des de concentragdes diferenciadas.

Nos animais do grupo controle foi utilizado solugéo salina NaCl a 0,9%. As

doses foram calculadas e injetadas em funcdo da massa corporea do animal .
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4.4 Determinacao da toxicidade aguda (DLsp)

A determinacdo da toxicidade aguda é a primeira etapa de investigacao
toxicolégica de uma substancia desconhecida. E necesséaria a observacédo da
atuacdo da droga sobre a fisiologia do organismo em estudo, para que deste
modo se possa determinar a DLsg, sendo de primordial importancia para o célculo
dos riscos de intoxicacdo aguda, além de servir de referéncia para os ensaios
farmacologicos. O indice de toxicidade (DLsg), corresponde a concentracdo da
substancia que seja letal e capaz de matar 50% dos animais de um grupo em
estudo.

Para a determinacdo da DLsg foram realizados dois ensaios, um que
determinou a maior concentracdo aplicada a qual ndo mate qualquer animal, e
uma concentracdo menor capaz de mata-los. Apos a determinagéo da DLsg, foram
estabelecidas as concentracfes intermediarias para a realizacdo dos ensaios
farmacoldgicos.

Durante os testes, foram administradas nos animais as concentracdes pré-
selecionadas (1000 mg/Kg, 700 mg/Kg, 500 mg/Kg e 250 mg/Kg), e o
comportamento dos mesmos observados nos periodos de 2h, 24h e 48h, apos a
administragao da droga. Os resultados foram calculados segundo a (Equacéo 2),
sugerida por Souza (2001):

DLso = Df-E(axb)
N

)

Onde: N — numero de camundongos / lote
D — dose numérica capaz de matar todos os animais
a — diferenca entre 2 doses consecutivas

b — média de animais mortos entre 2 lotes consecutivos
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4.5 Fracionamento e caracterizagao do extrato aquoso

A identificacdo do extrato aquoso foi realizada pela técnica de
cromatografia, utilizando o gel Sephadex G-75 e tampdes de eluicdo e a
caracterizacdo das fracOes obtidas no fracionamento utilizou a fotocolorimetria
(UV-280nm).

4.6 Controle radioquimico

Antes de utilizar o radiofarmaco nos animais, foi avaliada a pureza
radioguimica do radionuclideo, através da técnica de cromatografia em placa,
utilizando como solvente metil-etil-cetona para verificacao da fracdo hidrofilica e o
total das impurezas de tecnécio.

4.7 Avaliacdo hormonal e metabdlica

Os animais foram separados em trés grupos (n=5): controle, experimental
A e experimental B. O grupo controle recebeu 0,25mL de solucéo salina a 0,9% e
0S grupos experimentais uma concentracdo de 30mg/kg do extrato aquoso de
Momordica charantia; todos por via intraperitoneal, de maneira que 0s grupos
experimentais A e B receberam a dose de forma aguda e foram mantidos sob
tratamento por 2 horas e por 4 horas, respectivamente. Apds os periodos de
tratamento, os animais foram sacrificados, por inalagdo por cloroférmio, o sangue
foi retirado por puncdo cardiaca e apoOs centrifugacdo, o soro obtido para a
realizacdo das dosagens, (Figura 4).

As concentragdes séricas do hormaonio cortisol foram dosadas pelo método
de radioimunoensaio (Kit cortisol Coat-a-Count - DPC) e a quantidade de radiacao
nos tubos do Kit foi medida em contador de radiacbes gama (DPC Gambyt CR).
Da mesma forma, as concentra¢des séricas do hormoénio insulina foram medidas,
pelo método de radioimunoensaio, em condi¢cdes semelhantes ao cortisol sérico.
Ja as variagcdes metabdlicas de glicose e calcio, foram avaliadas através do

método colorimétrico.
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Extrato - via IP

NaCl 0,9% - (30 mg/Kg)

via IP

Grupo Controle <_I | | |—> Grupos

Experimentais

2 hde | 4h de

v tratamento tratamento
Controle . Y Y .
Experimental A Experimental B
Sacrificio | Sacrificio |Sacrificio
| Obtencdo do soro |

Dosagem de calcio e Dosagem de insulina e
glicose (mét. cortisol (mét. RIE)
Colorimétrico)

Figura 4— Procedimento experimental metabdlico

4.8 Atividade antiinflamatéria

A fim de avaliar as propriedades antiinflamatérias do extrato de Meldo Séo
Caetano, foram utilizados em média 12 animais (camundongos) para 0S grupos
testes e 0 mesmo quantitativo para dois grupos controle, um utilizou o acido acetil
salicilico (AAS-controle positivo) e o outro, solugdo Salina (NaCl a 0.9%). A
técnica aplicada fez uso de 0,1mL de solu¢gdo aquosa 1%, numa relagéo
volume/volume, de carraginina, a qual foi injetada na pata posterior esquerda de
cada animal, para provocar a reacdo inflamatéria. Ap6és 30 min., cada grupo (3
animais) recebeu, por via ip, 30, 60, 100 e 250mg/kg de massa corporal do
animal. Os animais controles receberam 0,5mL de solucdo salina, numa relagéo

volume/volume, e 250mg/kg de AAS.
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Apo6s um periodo de 4 h da administracdo da droga, mantendo as mesmas
condi¢bes da avaliagdo hormonal e metabdlica, os animais foram anestesiados,
sacrificados por inalacdo com cloroféormio, e suas patas posteriores retiradas para
pesagem em balanca analitica com precisdo de 0,0001g. Os resultados foram
analisados de acordo com o percentual de reducdo da inflamacgéo, conforme a
técnica proposta por LEVY (1969) e SRIVASTAVA et al., (1987).

4.9 Marcacao de hemacias e proteinas plasmaticas

Na (Figura 5) pode-se observar um esquema ilustrativo da metodologia
utilizada para a realizacdo da marcacdo de hemacias e proteinas plasmaticas.
Esta técnica seguiu as sugestdes descritas por BERNARDO-FILHO et al., (1983)
e BERNADO-FILHO et al.,, (1994) com pequenas modificacdes, conforme
descricdo a seguir. A marcacdo de hemécias e proteinas plasmaticas com *"Tc
foi realizada em sangue de ratos Wistar (n=5), colhido usando heparina como
anticoagulante; as amostras (0,5mL) foram submetidas por 1h a 0,5mL do extrato
nas seguintes diluicdes: 6,25%; 12,5%; 25%; 50% e 100%, numa relacdo
volume/volume. Foram adicionados o cloreto estanoso (1,2ug/mL-500uL), agente
redutor, e, ap6s 1h, 100uL de **™Tc (3,7MBq) na forma de *™TcO,4Na, incubando
por mais 10 min a temperatura ambiente. Logo em seguida, as amostras foram
centrifugadas e precipitadas com &cido tricloroacético (5%), as fracbes soluveis
(FS) e insolaveis (FI) separadas, tanto da hemacia quanto do plasma, e a

radioatividade medida com o auxilio de um contador gama.
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Figura 5— Marcacdo de hemacias e proteinas plasmaticas

4.10 Fragilidade osmotica e morfologia das hemécias

;

Incubar 10 min

Centrifugar (1000g/5min)

Para avaliar a fragilidade osmotica, amostras de sangue de Ratos adultos

Wistar adultos e sadios foram utilizadas. O sangue heparinizado (500uL) foi

incubado por 1 hora na presenca de 500uL do extrato bruto, em diferentes

concentracgoes (0;10;50 e 100% volume/volume). Em seguida o sangue foi lavado

por 2 vezes com solucao salina (NaCl a 0,9%) para retirar 0 excesso de extrato e

as aliquotas de células vermelhas do sangue (50uL) submetidas a um gradiente
de NaCl (0%; 0,1%; 0,25%; 0,4%; 0,7% e 0,9%) por 1 hora. Apds centrifugacdo

(1000Gx5min), as densidades 6pticas (DO) dos sobrenadantes isolados foram
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determinadas em espectrofotometro a 545nm, conforme Figura 6 (BERNARDO-
FILHO, 2001). O percentual de fragilidade osmatica foi determinado considerando
o valor obtido como densidade 6ptica no animal controle como equivalente a
100% de hemolise.

Em seguida, foi testado o comportamento morfolégico das hemécias de
ratos submetidas a diferentes concentracbes do extrato, usadas no teste de
marcacao, na presenca e na auséncia do agente redutor cloreto estanoso (SnCl,),
e posteriormente comparadas com o grupo controle. As laminas de sangue, ou
seja, os esfregacos sanguineos foram preparados, secos em temperatura
ambiente, fixados, corados pelo Giemsa e a morfologia das hemacias avaliada em

microscopico optico (x100), da Leica.

Amostras de sangue heparinizado (0,5mL)

100pL de NaCl 0,9% l}j 100uL da droga

1mL de NaCl 0,9%

Ressuspender com —_ @

Incubar 1h ﬂ Aliquotas de 50uL
Lavar 3x com NaCl 0,9%
NaCl 0% NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl
0,1% 0,25% 0.4% 0,7% 0,9%
Sobrenadante U Incubar 1h
Leitura espectrofotométrica (545nm) _ 6 _ Centrifugar (1000G/5min)

Figura 6- Procedimento da técnica de fragilidade osmética
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4.11 Biodistribuicao

Os estudos de biodistribuicdo foram realizados em ratos adultos Wistar, em
duas situacdes: aguda e crénica. No estudo agudo foram seguidas as mesmas
condicbes dos grupos experimentais A e B citados na avaliacdo hormonal e
metabolica. J& no estudo crdnico, os animais receberam o extrato por via oral
(gavagem) durante 10(dez) dias.

Apoés o tempo de tratamento, nos grupos do estudo agudo (2h e 4h), e no
112 dia, no grupo do estudo crénico, os animais receberam por via retro-ocular
uma solucdo de NaTc®™0O, (3,7 MBq) e apds 30min., foram anestesiados e
sacrificados para retirada dos 6rgaos (coracdo, pulmdes, figado, estbmago, baco,
pancreas, rins, intestinos, testiculos, osso, musculo, tiredide e cérebro), os quais
foram dessecados, lavados e a radioatividade de cada 6rgdo medida. Além disso,
todos os o6rgaos foram pesados para estabelecer o %captacdo/g. A Figura 7

apresenta uma ilustracdo que representa o método explicitado.

Extrato de Momordica charantia L.

crénico (10 dias)

Administragdo por via retro orbital de *"TcO,Na (3,7 MBq)

30 minutos

Sacrificio e retirada dos 6rgaos para contagem da radiagéo e pesagem dos 6rgaos

Figura 7- Etapas da biodistribuicéo

4.12 Analise Estatistica
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Para analise dos resultados obtidos nos experimentos foi utilizado o teste T
de Student, considerando os resultados significativos a analise de variancia
(p<0,05). E importante citar que todos os experimentos foram realizados em

triplicata.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme descrito no capitulo anterior, neste trabalho, para avaliar o papel
radioprotetor da Momordica charantia L., primeiro foi avaliada a DLsy, do extrato
aguoso das folhas, para medir a toxicidade aguda do extrato, depois foi realizada
a técnica de cromatografia de filtracdo para caracterizar e purificar o extrato
aquoso da Momordica charantia L. e a cromatografia em placa para possibilitar o
controle radioquimico do *™Tc. Em seguida, observou-se a acdo do extrato sobre
0 metabolismo bioquimico e hormonal, seu potencial antiinflamatério, o efeito
sobre as hemacias e proteinas plasmaticas, nas fracées sollveis e insollveis,
bem como sobre a morfologia das hemacias, e o comportamento biolégico em
ratos Wistar. Assim, para proporcionar uma abordagem didatica dos resultados, ja
que varios aspectos foram estudados, os mesmos foram apresentados em cinco

momentos, que seguem abaixo.
5.1 Caracterizagéo preliminar

A concentracao letal para 50% dos camundongos (DLso) foi determinada,
ao tratar os animais por via intraperitoneal com o extrato bruto da Momordica
charantia L., sendo o valor encontrado de 500mg/kg de peso. As concentracdes
acima de 500mg/kg de peso apresentaram mortalidade acima de 50%, chegando
a 100% de mortalidade em 1000mg/kg. Os sintomas desenvolvidos apdés uma
hora da administracdo intraperitoneal incluem: pélos ericados, contracdes
abdominais, taquicardia, diminuicdo da resposta a estimulos e letargia, evoluindo
para morte num periodo de até 24h. J4 as concentracdes a partir de 250mg/kg
provocaram sintomas de dor menos acentuados e menos duradouros.

A caracterizagao do extrato aquoso de Momordica charantia L. foi realizada
por fracionamento, através de técnica de cromatografia em coluna em Sephadex
G75. A leitura das fracbes do extrato, em espectrofotometro a 280nm, revelou
dois picos de absorbancia, conforme Figura 8. As moléculas que tém absorbéancia
caracteristica em 280nm costumam ser fracées peptidicas, e neste trabalho ficou
caracterizado dois picos mais expressivos no material do extrato que se

comportou com aspectos protéicos também. De fato algumas proteinas ja foram
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relatadas como constituintes do extrato da Momordica charantia, tais como a
proteina denominada MAP 30 por LEE-HUANG et al. (1994), a proteina
denominada MRK 29 por JIRATCHARIYAKUL et al. (2001) e o peptideo similar a
insulina bovina referido por WELIHINDA et al. (1982). Esses trabalhos reforgcam
as expectativas deste estudo, de que moléculas de carater protéico estejam
presentes nas referidas fragfes e confiram as atividades bioldgicas do extrato.

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95

Tubos de 1mL do extrato eluido

Figura 8- Perfil do extrato aquoso de Momordica charantia L.

A fim de realizar o controle radioquimico, a técnica de cromatografia em
placa foi utilizada, segundo o método descrito anteriormente. Este teste é
importante, pois a presenca de impurezas radioquimicas resulta na perda de
qualidade da imagem devido ao alto valor do “branco” ou radiagdo de fundo (
background) dos tecidos vizinhos e do sangue.

A curva formada a partir da cromatografia em placa do pertecnetato
reduzido por cloreto estanoso (Figura 9) mostra que o pertecnetato néo foi bem
reduzido pelo agente redutor SnCl, pois ndo existe um pico formado e sim uma
area de possivel reducdo. Nesta, percebeu-se uma distribuicdo do pertecnetato
por diferentes estados de oxidacdo ao longo da placa, ja que o mesmo admite de
-1 até +7. Essa hipotese pode ser confirmada na Figura 10, onde temos uma
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curva representando o comportamento do pertecnetato livre. E mostrado que o
pertecnetato livre apresenta um pico ideal ou preferencial para marcacao,
diferentemente dos dados comentados na Figura 9. Em ambas as Figuras esta
sendo observado o percentual de ligacdo dos compostos estudados em relacéo
ao fator de referéncia (Rf), o qual é definido como a razdo entre a distancia
percorrida pelo componente e a distancia percorrida pelo sistema de eluigao
desde o ponto de aplicacdo (SAHA, 1998).
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Figura 9- Cromatograma do extrato marcado.
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Figura 10- Cromatograma do pertecnetato livre e reduzido.
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5.2 Caracterizacdo metabdlica

Na avaliacdo da acdo do extrato aquoso da Momordica charantia L. (MC)
no metabolismo, foram medidos a concentracdo sérica de glicose, insulina e
calcio. Para o estudo desses parametros, os animais foram divididos em trés
grupos: o grupo controle, que recebeu solucdo salina (NaCl 0,9%) e os grupos
experimentais que receberam o extrato na concentragdo de 30mg/ml, sendo o
grupo A tratado por 2 horas e o grupo B tratado por 4 horas, de forma aguda. A
dosagem de glicose foi realizada a partir de teste colorimétrico com leitura no
espectofotbmetro a 505 nm, a dosagem de insulina foi realizada pela técnica de
radioimunoensaio e a dosagem de célcio por técnica colorimétrica, conforme ja
descrito no capitulo de material e método.

A caracterizacdo metabodlica € importante pois permite avaliar a
concentracdo de glicose sérica e de outras substancias enddégenas diretamente
ou indiretamente relacionadas a glicose. Isto porque a glicose € promotora de
“stress” oxidativo no organismo, o qual pode gerar alteracdes fisiopatoldgicas
importantes e que podem ou nao ser corrigidas pelo sistema antioxidante
enddgeno (RAZA et. al., 2000).

A Figura 11 mostra a variacdo da glicose sérica nos dois grupos
experimentais e no grupo controle. No grupo controle foram observados valores
meédios de 120,8 mg/dL (x 14,0) e nos grupos A e B valores na ordem de 59,96
( £ 12,5) e 110,9 mg/dL (= 14,9) respectivamente. Todos os resultados estao

sendo apresentados acompanhados dos seus desvios-padrao.
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Figura 11- Variacdo da glicose sérica (n=5),
*p<0,05.
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Ao analisar os valores obtidos foi possivel observar que no grupo
experimental A houve uma reducado significativa de 50,4% na glicose sérica |,
contudo no grupo experimental B, esses valores tenderam a retornar aqueles
encontrados no grupo controle.

A Figura 12 mostra a variagdo de insulina sérica obtida nos mesmos
grupos citados para as concentracdes de glicose. Os resultados revelaram no
grupo controle valores médios de 16,4 Ul/mL (x 0,57) e nos grupos experimentais
A e B valores de 56,83 Ul/mL (+ 3,2) e 217,6 Ul/mL * (12,2), nesta ordem. Todos

0s resultados estdo sendo apresentados acompanhados dos seus desvios-
padréo.
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Figura 12- Variacdo da insulina sérica (n=5),
*p<0,05.

Os valores encontrados mostraram um aumento na concentracao seérica de
insulina de 246,0 % no grupo experimental A e de 1225,0% no grupo experimental
B, ambos significativos.

A acao hipoglicemiante da Momordica charantia L tem sido explicada por
varias suposicdes e hipoteses. DAY et al. (1990) apresentaram a hipotese que a
administragcdo oral da planta reduz a glicose sérica independentemente da
absorcdo intestinal de glicose, sugerindo assim um mecanismo de agdo néao
relacionado ao pancreas.
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O extrato alcodlico da polpa do fruto da Momordica charantia promove uma
reducdo da glicose plasmatica ndo acompanhada de aumento na secrecao de
insulina. SARKAR; PRANAVA & MARITA, (1996) acreditam que o provavel
mecanismo de acdo seja decorrente do aumento da utilizacdo de glicose no
figado antes que se efetue a secrecdo de insulina.

J& o extrato aquoso do fruto, usado por administracéo oral, reduz o nivel de
glicose no sangue de camundongos KK-Ay, um modelo de animal portador de
diabetes tipo Il. Além disso, 0 mesmo, causa hiperinsulinemia no mesmo modelo
animal, mas n&o altera a concentracdo de insulina, nos animais normais;
sugerindo que o decréscimo na resisténcia a insulina deva-se ao aumento da
proteina GLUT-4 (MIURA et al., 2001).

Segundo VIRDI et al., (2003), o uso do fruto fresco imaturo reduz em 48%
a glicose do sangue dos animais diabéticos e, pode ainda atuar sinergicamente
com o0s exercicios fisicos para normalizar a glicemia no segundo modelo de
animal (MIURA et al., 2004). Acredita-se ainda que o fruto possui um ativador de
PPAR alfa (peroxisome proliferator-activated receptor alpha) que atua associado a
genes de metabolismo lipidico (CHAO & HUANG, 2003).

Em nossos resultados, ao avaliar a concentracao de glicose sanguinea, é
possivel propor que a variacdo de glicose e insulina apresentada em funcdo do
tempo de tratamento ndo € unidirecional. Isto porque, no grupo tratado por 2
horas, ocorreu uma reducédo na glicose sérica e um aumento na concentracao de
insulina. No entanto, no grupo experimental B, tratado por 4 horas, os valores de
glicose retornam praticamente aos niveis do controle e esse comportamento
fisioldgico ndo € acompanhado pela concentragdo de insulina sanguinea.

GROVER et. al. (2002), relatam que ao administrar diferentes extratos da
Momordica charantia L. por via oral encontrou um efeito hipoglicemiante sem
alterar a concentragdo de insulina. Trabalhos do mesmo grupo também
observaram que o extrato aquoso da Momordica charantia melhora o teste de
tolerancia a glicose, ap6s 8 horas de tratamento, em ratos normais e reduz em
50% a hiperglicemia em ratos diabéticos induzidos por streptozocin (STZ). Em
outro estudo, quando se realizou a administracdo cronica oral do extrato de
Momordica charantia durante 13 dias consecutivos, observou-se uma melhora

bY

nos valores do teste de tolerdncia a glicose, sem promover alteracdes na
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concentragdo serica de insulina. Acredita-se que esses resultados ocorrem devido
a inibicdo das enzimas glicose-6-fosfato e da frutose-1,6-bifosfatase e glicose-6-
fosfato-dehidrogenase no figado.

Com base no exposto, foi possivel propor que o extrato aguoso bruto das
folnas de Momordica charantia L., nha concentracdo estudada, apresentou um
efeito farmacoldgico acentuado sobre a concentracdo de insulina sérica,
reduzindo a concentracdo seérica de glicose, de maneira que se acredita existir um
principio ativo no extrato promovendo a liberacédo da insulina pelas células beta-
pancreéticas.

A Figura 13 apresenta a concentracdo de célcio sanguineo nos mesmos
grupos avaliados para a glicose e insulina. Os resultados revelaram no grupo
controle valores médios de 8,85 mg/dL (= 0,9) e nos grupos experimentais A (2
horas) e B (4 horas) valores de 13,56 mg/dL (x 0,1) e 13,47 mg/dL + (0,3), nesta
ordem. Os niveis séricos de célcio, de acordo com os resultados obtidos,
aumentaram significativamente em relagdo ao controle. No decorrer do
tratamento, a concentracdo do céalcio manteve-se estavel entre 2h e 4h de
tratamento, mas ambas acima dos niveis de calcio encontrados no soro dos
animais ndo tratados com o extrato de Momordica charantia L. Todos os

resultados estdo sendo apresentados acompanhados dos seus desvios-padréo.
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Figura 13- Variacdo do calcio sérico (n=5),
*p<0,05.
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Diante da observacdo de que os compostos ativos nao caracterizados do
extrato aumentam a eficiéncia de armazenamento de glicose poés-prandial no
muasculo e no figado, e diminuem a excrecdo de glicose hepatica, efeitos
comparaveis aos da metformina, conforme MC CARTY (2004), uma hipotese
possivel para explicar essa observacédo foi que o extrato da planta apresente um
ativador da enzima AMP quinase.

WELIHINDA et. al. (1982), afirmaram que a estimulacdo da insulina
liberada pelo extrato de Momordica charantia L. foi parcialmente reversivel. Esta
secrecdo difere daquela observada no comportamento da D-glucose e outros
secretagogos de insulina comumente empregados. O mesmo grupo mostrou que
a concentracao de insulina, ndo foi suprimida pela L-epinefrina e que hem sempre
foi potencializada pela remocdo de Ca?’, que é um comportamento
fisiologicamente esperado. Essa hipétese justifica o aumento da concentragcéo
sérica de Ca”* no nosso trabalho.

5.3 Propriedades antiinflamatérias

Nesta etapa, avaliou-se o efeito do extrato das folhas da Momordica
charantia L. sob diferentes concentraces no modelo inflamatério do edema de
pata induzido por carraginina, usando o acido acetil salicilico (AAS) como controle
positivo. A Figura 14 apresenta o percentual de inflamacéo apés 4h de indugéo do
edema de pata com carraginina nos animais tratados com o extrato, em diferentes

concentracgoes.
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Figura 14 — Atividade inflamatéria do extrato
aquoso de Momordica charantia.
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A atividade antiinflamatoria foi avaliada considerando 100% de inflamacéo
no grupo controle (NaCl 0,9%), com a resposta antiinflamatéria sendo obtida pela
diferenca dos dados encontrados nos demais grupos em relacdo ao grupo
controle. Houve uma reducao significativa (p<0,05) no edema de pata (71%)
induzida pela administracdo de AAS 250mg/kg. A administragcdo do extrato de
Momordica charantia L. numa concentracdo de 30mg/kg, usando a via
intraperitoneal, promoveu uma reducéao significativa no edema de 66%, resultados
ja equivalentes aqueles promovidos pelo controle positivo, ou seja, 0 AAS.

Neste contexto, se 0s resultados obtidos com a administracdo do extrato
forem comparados aos dados em relacdo a administracdo de acido acetilsalisilico
(AAS), observa-se que o extrato da Momordica charantia apresenta uma
tendéncia de proporcionar uma melhor atividade antiinflamatoéria, mas que nao se
reflete em diferencas significativas (p<0,05). O melhor resultado foi obtido
utilizando-se uma concentracdo de 60mg/kg, na qual se obteve uma reducdo em
50% do edema de pata.

Concentragbes maiores de Momordica charantia ndo sugerem elevagéo na
resposta antiinflamatéria, ao contrario, parecem ser menos eficientes. Valores na
ordem de 100mg/kg reduzem o edema para 73%, mas nao expressaM diferenca
significativa em relagdo ao controle, e a concentracdo de 250mg/kg reduz para
64%, de forma significativa (p<0,05) em relacdo ao controle, no entanto nenhuma
representou diferenca em relacdo ao AAS, estatisticamente.

O edema de pata induzido pela carraginina tem sido comumente utilizado
como um modelo experimental animal para inflamacéo aguda, que se acredita ser
bifasica. A fase que compreende as duas primeiras horas do modelo com
carraginina é provavelmente mediada por histamina, serotonina e aumento na
sintese de prostaglandinas nos tecidos afetados. A fase seguinte € provida pela
liberacdo de prostaglandina e mediada por bradicininas, leucotrienos e células
polimorfonucleares, produzidas por macréfagos teciduais (DONGMO et al., 2005).

A atividade inibitéria do extrato das folhas de Momordica charantia apos
quatro horas da inducdo do edema de pata, na segunda fase do modelo, néo se
mostrou dose-dependente. Ao se observar a curva dose-resposta, (Figura 15), as
concentragcbes experimentais maiores que 60mg/kg ndo deflagram uma reducéao

maior na massa da pata dos camundongos. A curva parece atingir um platd no
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qual a reducdo do edema de pata se estabiliza e a resposta bioldgica ndo varia

mais em fung&o da concentragdo administrada.
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Figura 15- Curva dose x resposta
antiinflamatéria (n=5), *p=<0,05.

Por outro lado, ao se determinar por radioimunoensaio (RIE) a
concentragdo sérica do hormonio cortisol em ratos normais tratados com o extrato
aguoso das folhas de Momordica charantia observou-se uma reducdo de seus
niveis séricos.

A concentracdo sérica do cortisol decresceu significativamente, tanto no
grupo experimental A — 2 horas (83%) quanto no grupo experimental B — 4 horas
(88%), apds duas horas e quatro horas de administracao intraperitoneal (ip) do
extrato da planta, respectivamente; comparados aos percentuais dos animais

controle, que receberam NacCl 0,9%, (Figura 16).
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Figura 16- Concentragdo do cortisol sérico (n=5),
*p<0,05.

Sabe-se que o extrato do fruto da Momordica charantia € capaz de
estimular a liberacdo de insulina pelo péncreas (SITASAWAD, SHEWADE &
BHONDE, 2000), e reduzir os niveis plasméticos de glicose em situacdes de
diabetes tipo 2 (AHMAD et al., 1999). Estudos anteriores revelaram a capacidade
da planta em intensificar a reducdo de glicose também em animais saudaveis
(DAY et al., 1990) o que, talvez, influencie a inibicdo de cortisol.

Outros estudos tém demonstrado a atividade antiiflamatoria da planta. Foi
relatado que a dieta com a Momoridica charantia pode induzir a resposta
antiinflamatéria in vivo, e que o0 seu extrato digerido € capaz de aumentar a
secrecédo de interleucina 10 (IL-10) e de citocinas proliferativas como o fator beta
de transformacao do crecimento (TGF-) e dimuinuir a secre¢ao de interleucina 7
(IL-7) in vitro em células do epitélio intestinal (MANABE et al., 2003). Foi
reportada a acdo da Momordica charantia de forma coadjuvante a outros
compostos no tratamento de inflamagfes: a MAP-30, uma proteina extraida de
sementes de Momordica charania, mostrou-se capaz de potencializar a atividade
antiinflamatdria e antiviral de drogas como a dexametasona e a indometacina
(BOURINBAIAR & LEE-HUANG, 1995).

Neste trabalho, quando da administracao do extrato da planta, observou-se
uma reducado da concentracdo de cortisol nos grupos tratados por 2 horas(A) e
por 4 horas(B), significativamente, com relacdo ao grupo controle. Essa reducao
pode dever-se a liberacdo de insulina e redugéo dos niveis de glicose, de maneira
que o cortisol permaneca reduzido.
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Como se acredita que o cortisol exerce um papel durante o processo
inflamatorio, o extrato estudado nesse trabalho parece ndo atuar na inflamacao
pelo mesmo mecanismo que o horménio em questédo. Essa hipétese vem do fato
do cortisol ser liberado, por ser um hormdnio com propriedades antiinflamatorias,
e provavelmente, participar do mecanismo de inibicdo dos mediadores
inflamatérios. Acredita-se que o sitio de inflamacdo envie sinais ao eixo
hipotalamo-pituitaria-adrenal culminando com a secrecao de cortisol. Além disso,
os glicocorticoides sdo agentes efetivos no controle da inflamacéo cronica através
da interacdo com receptores especificos que resulta na modulacdo de diversos
genes envolvidos na resposta antiinflamatéria (ROOK, 1999; SANTINI et al.,
2001).

A observacao de que o extrato da Momordica charantia foi capaz de reduzir
0S niveis séricos de cortisol em animais normais leva a crer que sua acao
antiinflamatéria possa ndo se relacionar com a modulacdo do hormdénio. No
entanto, ainda ndo ha dados experimentais que permitam relacionar a atividade

da Momordica charantia com o nivel sérico do cortisol no decorrer da inflamacéao.

5.4 Acao do extrato sobre o tecido hematopoiético

Num terceiro momento, avaliou-se a acdo do extrato aquoso da Momordica
charantia L. (MC) sobre a marcacdo de hemacias e proteinas plasmaticas, sobre
a fragilidade osmotica e sobre a morfologia das células sanguineas.

A Figura 17 apresenta o percentual de captacdo do radionuclideo no
plasma e nas heméacias em amostras de sangue tratadas com diferentes

concentracdes do extrato aquoso da Momordica charantia.
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Figura 17- Marcacéo de hemé@cias e proteinas
plasmaticas (n=5), *p<0,05.
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A Figura 18 mostra a captacao do radionuclideo nas fra¢gdes insollveis do
plasma e das hemacias, obtidas com a ajuda do acido tricloroacético.
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Figura 18- Marcacdo da fracdo insolavel de
hemacias e proteinas plasmaticas (n=5),
*p<0,05.

Os resultados, observados nas Figuras 17 e 18, demonstraram que, em
relacdo a marcacdo de hemacias e de proteinas plasmaticas, ndo ha mudancas
significativas no perfil das amostras controle e das amostras tratadas com extrato
de Momordica charantia, isto €, ndo existem variagdes em seus percentuais de
ligacdo com **"Tc, as hemacias permaneceram com ligacdo em torno de 97% e a
ligacdo as proteinas plasmaéticas, em torno de 3%.

Medicamentos ou substancias presentes na corrente sanguinea podem,
interagir com 0s constituintes do sangue e promover, desta forma, alteracdo no
processo de marcacao atuando como: agente oxidante ou antioxidante. Isto pode
acontecer se houver competicdo com cloreto estanoso (SnCl,) ou com o 9MTe:
alteracdo na permeabilidade da membrana celular, facilitando ou bloqueando o
mecanismo de transporte dos elementos; ocupacdo do sitio de ligacdo no **"Tc
ou se o SnCl, facilitar o processo de ligacdo **™Tc com as proteinas plasmaticas.
O efeito oxidante impede a reducéo do **™Tc devido & oxidacdo do fon estanoso,
impedindo a captagéo do pertecnetato pela hemoglobina, desta forma diminuindo
a eficiencia de marcacdo. Por outro lado, o efeito antioxidante aumenta a
eficiéncia de marcacéo das hemacias (SANTOS, 1995; REINIGER, 1999).
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O resultado obtido para a Momordica charantia, neste trabalho, indica que
as células submetidas ao extrato ndo sofreram alteracdes nos mecanismos de
ligacdo com *™Tc, o mesmo aconteceu no plasma. O extrato de Momordica
charantia parece nao interferir na capacidade do cloreto estanoso em reduzir o

pertecnetato em tecnécio, sendo um indicio de que nao funciona como um agente

99m
oxidante, ou seja, um agente que modifique a captacdo de  Tc nas hemacias.

Outras substancias naturais promovem efeitos semelhantes. O estudo do
efeito da planta Paullinia cupana, popularmente conhecida como guarana, muito
usada como estimulante de efeitos musculares e mentais, foi realizado por
OLIVEIRA et. al., (2002). O uso da solucdo do guaranad na concentracdo de
200mg/mL promoveu uma reducdo significativa da captacdo de **™Tc nas
hemacias, como também no percentual de fixacdo das fracdes sollveis e
insollveis das heméacias, ndo s6 na concentracdo citada anteriormente, como
também nas concentragfes de 20, 30, 50 e 100mg/mL.

Ja OLIVEIRA et. al., (2003), ao estudar a acdo da alga Fucus vesiculosus,
usando sua forma farmacéutica em cépsulas ja comercializada, reconstituidas em
solucéo salina, nas concentra¢cfes de 30, 50, 100 e 200mg/mL; observaram uma
reducdio significativa no percentual de captacdo do **"Tc nas hemécias. Além
disso, perceberam uma alteracdo significativa na quantidade do radionuclideo
fixada nas fracdes insolUveis tanto de hemacias quanto de plasma nas amostras
tratadas pela alga. O Pneumus boldus é uma planta medicinal originaria do Chile,
usada muito na forma de infusdo, pode ser hepatotdxica e lesiva ao sistema
nervoso, contudo € muito utilizada no combate de distarbios gastrointestinais. A
acdo desta planta sobre a marcacdo de hemacias e proteinas plasmaticas
mostrou um aumento na captacdo de °"Tc nas hemécias (REINIGER et. al.,
1999). Os resultados obtidos no nosso trabalho, em comparagdo com esses
apresentados, ndo estdo concordantes quanto as propriedades encontradas
nestas outras plantas estudadas.

A avaliacdo da fragilidade osmdética tende a mensurar a influéncia do
extrato na membrana das hemacias de maneira qualitativa. Neste trabalho, as
concentracbes do extrato de Momordica charantia estudadas, nao parecem
promover alteracbes na osmolaridade das hemacias em relacdo ao grupo

controle. A porcentagem de fragilidade osmdética foi determinada considerando
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100% a densidade Optica para o grupo controle, ou seja, livre de tratamento. No
entanto, o extrato na concentracdo de 100% promoveu hemolise nas
concentracbes utilizadas de solucdo salina (NaCl), aproximando-se da
isotonicidade fisioldgica, conforme Figura 19. Ao observar a Figura 19, é
importante lembrar que cada linha representa o comportamento respectivo a uma
diluicdo do extrato bruto, sendo o grupo A 10% de extrato, o grupo B 50% de

extrato e o grupo C 100% de extrato.
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Figura 19: Comportamento do extrato aquoso da
Momordica charantia sobre a fragilidade osmoética

Diferente da introducdo do agente redutor cloreto estanoso (SnCl,) que é
capaz de oferecer algum mecanismo de protecdo a membrana, em meio
hipotbnico, ja que aumenta a osmolaridade do meio (BERNARDO-FILHO et. al.,
2001), o extrato aguoso da Momordica charantia ndo promoveu alteracdo na
fragilidade osmotica em relagcdo ao grupo controle, exceto na concentracdo de
100% v/v. Isto porque nesta concentracao foi possivel observar um percentual de
hemolise superior, especificamente proximo a isotonicidade fisioldgica.

A fim de completar a avaliacdo qualitativa, esfregacos sanguineos foram
realizados para proporcionar uma comparagdo morfolégica entre as hemacias
submetidas as diferentes concentracbes do extrato (100%, 50%, 25%, 12,5% e

6,25%), Figura 20.



50%.

Figura 20: Efeito do extrato de Momordica charantia L.sobre a
morfologia das hemacias
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Ao observar a Figura 20 podemos observar que as hemacias do grupo
tratado com as diferentes concentragfes do extrato, apresentam-se com perda de
conteado hemoglobinico e discretas alteraces na membrana celular a proporcao
gue o extrato fica mais concentrado (100%).

Como o0 nosso intuito também foi comparar a agdo do extrato e do cloreto
estanoso, quanto ao potencial redutor, a nivel morfolégico; outros esfregacos
sanguineos foram realizados na presenca do pertecnetato livre e pertecnetato

reduzido por cloreto estanoso, Figura 21.
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Figura 21- Efeito do extrato de Momordica charantia L. sobre a morfologia
das hemacias controle e com pertecnetato.
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O comportamento morfolégico das células vermelhas do sangue é um
reflexo da capacidade das hemacias de captar o **"Tc (OLIVEIRA et. al., 2000).
Ao se observar a Figura 21, pode-se perceber que o esfregaco realizado a partir
da amostra de sangue heparinizado associado ao pertecnetato reduzido tem
aspectos morfolégicos semelhantes ao esfregaco de sangue com o extrato,
sobretudo na concentragdo de 12,5%. Essa observacéo sugere a hipétese que o
extrato pode agir como agente redutor, assemelhando-se ao cloreto estanoso,
com melhor resposta nesta concentracao citada. Hipdtese essa, confirmada pelos
resultados obtidos nos testes de marcacdo de hemécias, de fragilidade e no
cromatograma em placa para o controle radioquimico, onde a concentracdo do

extrato que melhor ofereceu uma resposta antioxidante foi a de 12,5%.
5.5 Comportamento biolégico

Na avaliacdo deste aspecto foi realizada a técnica de biodistribuicdo, com o
intuito de estudar qual o comportamento biolégico do extrato de Momordica
charantia L. em animais tratados agudamente e cronicamente. Ha poucas
informacdes na literatura estabelecendo modelos que estudem o efeito toxico e/ou
genotdxico de compostos quimicos. E é possivel estudar esses efeitos a partir de
modificacdes ocorridas na captacdo de radionuclideos e/ou radiofarmacos
induzidos pela presenca de substancias.

A Tabela 1 apresenta os resultados obtidos no estudo de biodistribuicdo
realizado de forma aguda, tratados por 2 horas, no grupo controle que s6 recebeu

solucéo salina (NaCl 0,9%) e no grupo experimental A que recebeu o extrato.
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Tabela 1: Biodistribuicdo da Momordica charantia L. nor 2 horas

Orgéo
baco
bexiga
cérebro
coracdo
estbmago
figado
Intestino
delgado
Intestino
grosso
musculo
0SSO
pancreas
pulmdes

rins

testiculos

tiredide

Controle A (Y%captacgao/g)

1,0+0,1
5,3 0,3
0,2 +0,01
1,7 +0,2
1,3+0,8
6,4 +0,6
2,5+0,6

0,5+0,3

1,0 0,7
0,9+0,4
0,1 +0,03
1,9 +0,3
75,5+11,4

1,2+0,1
0,4 +0,01

Tratado A (%captacdo/g)

0,1+0,04

1,1 0,7

0,1 +0,01
0,01 +0,003
0,4 +0,01

1,9 +0,9 o
0,6 +0,4

0,1+0,01

0,2+0,1

0,1 +0,02

0,1 +0,02

0,4 +0,1
9,9+3,00

0,3+0,1 *
0,1 +0,002

Resultados expressos em %captacao /g de tecido + DP

Os valores apresentados na Tabela 1 demonstram que houve reducdo no

percentual de captacdo em praticamente todos os o6rgdos estudados, com

excecdo do pancreas, contudo a reducdo apenas mostrou-se significativa no

figado, rins e testiculos.

A Tabela 2 apresenta os resultados obtidos no estudo de biodistribuicdo

realizado de forma aguda, no grupo controle que so recebeu solucéo salina (NaCl

0,9%), permanecendo 4 horas incubado e do grupo experimental B que recebeu o

extrato, permanecendo incubado nas mesmas condi¢des do controle.
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Tabela 2: Biodistribuicdo da Momordica charantia L. por 4 horas

Orgéo Controle B (%captagcdo/g) Tratado B (%captagdo/g)
baco 0,22+0,1 0,05 +0,01
bexiga 6,20+ 0,5 0,6 £ 0,02
cérebro 0,1# 0,05 0,1+0,03
coragao 0,1+0,01 0,2 £0,09
estomago 1,0 +£0,08 0,5+0,10
figado 35+1,3 74 +3.2
Intestino 09+0,1 0,6 +0,3
delgado

Intestino 0,1+£0,01 0,1+£0,01
grosso

musculo 0,01 £0,04 0,2£0,1
0Sso 0,05 +£0,02 0,05+0,01
pancreas 0,07 £ 0,03 0,2 £ 0,07
pulmdes 0,8 £0,05 1,0+0,3
rins 19,4 £ 8,61 7,6 £1,7
testiculos 0,2 +0,04 0,1+0,04
tiredide 0,1 £0,02 0,1+£0,01

Resultados expressos em %captacdo /g de tecido = DP

Ao analisar os valores apresentados na Tabela 2, pode-se perceber uma
reducado no percentual de captacdo de alguns dos 6érgaos estudados, destacando-
se novamente essa reducdo nos rins e testiculos. Contudo em alguns 6rgaos
esse comportamento ndo se repetiu, como é o caso do cérebro, figado, intestino
grosso, musculo, osso, pancreas, pulmdes e tiredide.

A Tabela 3 mostra os resultados obtidos apdés a biodistribuicdo no
tratamento crénico, ou seja, administracdo do extrato da Momordica charantia L.
por 10 dias consecutivos. O estudo foi realizado no 112 dia e apds um periodo de
incubacdo de 30 minutos da administracdo via plexo ocular do pertecnetato

reduzido.
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Tabela 3: Biodistribuicdo da Momordica charantia L., estudo cronico, por 10 dias.

Orgéo Contr.(%captacéo/g) Trat.30min(%captacé&o/g)
Baco 0,5+0,1 0,6 £0,2
Bexiga 0,2 +0,05 1,3+£0,1
Cérebro 0,2 +0,04 0,3+£0,2
Coracéo 0,6 +0,2 09+0,3
Estdomago 0,3+0,05 0,7+0,2
Figado 10,5+1,6 7,6+1,8
Intestino 0,6 +0,2 0,7+£0,1
delgado

Intestino 0,4 £0,05 1,0+£0,2
grosso

Musculo 0,2 +0,06 02+0,1
Osso 0,1+0,01 0,2+0,01
Pancreas 0,3+0,1 0,9+0,3
Pulmdes 0,8+0,2 14+0,4
Rins 48,1 +18,1 51,1+11,3
Testiculos 0,6 £ 0,07 0,3+0,01
Tiredide 0,2+0,01 0,2 +0,06

Resultados expressos em %captacéao /g de tecido = DP

Os resultados obtidos demonstram que o tratamento crénico dos
animais com o0 extrato aquoso de Momordica charantia L. promoveu uma
alteracdo no percentual de captacéo do radionuclideo nos 6rgdos observados. E
importante ressaltar a reducao que houve no figado e nos testiculos.

O estudo do comportamento biolégico de compostos quimicos naturais ou
sintéticos ainda precisa ser elucidado e a técnica de biodistribuicdo tem se
mostrado uma importante ferramenta no esclarecimento desta questdo. Como
uma droga terapéutica atua no sistema biologico promovendo efeitos diretos e/ou
indiretos, pode alterar a biodisponibilidade do radiofarmaco. Segundo MATTOS
et. al. (2001), a vincristina, composto usado em protocolos quimioterapicos na
oncologia, derivada da planta Vinca résea, quando associada ao *™Tc-GHA,
9MTc-.DMSA e P"Tc-DTPA altera a biodisponibilidade deste radiofarmaco devido

sua acao metabolica, tOxica e imunossupressora. Ela promove um aumento
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significativo da captacdo do radiofarmaco **"Tc-DMSA no pulmé&o, pancreas,
coracdo, tiredide, cérebro, osso, linfonodos, atero, ovario, bago, timo, rins e
figado.

A técnica de biodistribuicdo também pode ser usada como meio para
explicar o comportamento de farmacos no organismo diante de algumas
alteracdes fisioldgicas, tais como presenca de parasitas. SIMOES et. al., (1997)
explicaram o comportamento do anestésico fenobarbital, aplicando o **™Tc como
tracador radioativo em camundongos infectados com o Schistosoma mansoni.

De acordo com BANERJEE et. al., (2005) outra aplicacdo da biodistribuicéo
é de avaliar a interferéncia que substancias coloidais podem provocar no
comportamento de nanoparticulas nos diferentes tecidos organicos. Além disso, o
mesmo grupo confirmou a eficiéncia do cloreto estanoso como agente redutor do
radionuclideo **™Tc, em relacdo ao hidrato-sédico de boro.

A hiperglicemia presente em animais diabéticos € capaz de proporcionar
um “stress” oxidativo no organismo (RAZA et. al., 2000; RAZA et. al., 2002). Esse
fato promove alteracfes fisiopatoldgicas que podem ser corrigidas por enzimas
antioxidantes, capazes de desintoxicar os tecidos. O extrato aquoso do fruto da
Momordica charantia L., mostrou-se capaz de regular a expresséo tecidual da
enzima antioxidante Glutationa-S-Transferase (GST). Essa enzima defende as
células de uma variedade de insumos toxicos advindos de compostos quimicos,
de metabdlitos e das alteracdes fisioldgicas do “stress” oxidativo (RAZA et. al.,
2004).

De acordo com RAZA et. al., (2004) as isoenzimas alfa, mu e pi da GST se
distribuem preferencialmente no figado, rins e testiculos em ratos diabéticos
tratados com streptozotocin (STZ). Além disso, ao utilizar a técnica de
imunohistoquimica, foi determinada a expresséo tecidual das isoenzimas da GST
em tecidos de ratos normais.

Alguns vegetais e frutos apresentam naturalmente fatores indutores e/ou
inibidores da GST (HAYES & PULLOFORD, 1995). Esta enzima atua sobre as
espécies reativas de oxigénio, como 0s superperoxidos e sobre produtos capazes
de gerar peroxidacéo lipidica nhas membranas. O alvo deste trabalho foi o extrato
aguoso das folhas da Momordica charantia L. (MC), aplicando o mesmo de forma

aguda e crbnica em ratos Wistar. As Tabelas 1, 2 e 3 apresentam os valores
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obtidos, conforme descricdo anterior, a discussao desses valores pode estar
relacionada a localizacao tecidual das isoenzimas da GST.

A GST apresenta trés isoformas, a alfa, a mu e a pi. O estudo da
expressao tecidual dessas isoformas, conforme RAZA et. al., (2002) e RAZA et.
al., (2004) em ratos normais, amostra semelhante a deste trabalho, mostrou que a
isoenzima alfa apresentou-se no figado, com distribuicdo heterogénea. O mesmo
comportamento ocorreu com a GST mu, contudo a pi hdo se expressou no figado.
Dessa forma, podemos observar que o percentual de captacdo do radionuclideo
no figado reduziu no grupo experimental A e no tratamento cronico. Esse
resultado estd coerente com a expressao da GST neste tecido que ao agir como
antioxidante promove menor captacéo do radionuclideo.

Nos rins houve uma moderada expressdo da GST alfa, da mesma forma
com as isoformas mu e pi, segundo RAZA et. al., (2002) e RAZA et. al., (2004).
Em nossos resultados a captacdo do radionuclideo nos rins na presenca do
extrato de MC reduziu nos grupos experimentais A e B. Essa resposta foi intensa
no grupo A, fato explicado pelo potencial hipoglicemiante do extrato ser mais
expressiva no grupo experimental A do que no B, segundo nossos resultados da
avaliacdo metabdlica. Além disso, esse comportamento também pode ser
explicado pela expressao tecidual das isoformas da enzima GST nos rins.

Nos testiculos, as trés isoenzimas se expressam em ratos normais
conforme RAZA et. al., (2002) e RAZA et. al., (2004). Essa homogeneidade de
expressdo enziméatica pode explicar a reducdo do percentual de captacdo do
radionuclideo nesse 6rgao, nos grupos experimentais A e B e no estudo crdnico.

Essa diferente expressao das isoformas da enzima GST nos tecidos
citados pode servir como marcador de dano celular em diabéticos, ja a
participacdo do figado e rins esta relacionada com o papel de desintoxicacao
desses oOrgaos. Além disso, o0 extrato da Momordica charantia L. estimula a
secrecdo de insulina, como foi discutido anteriormente, o que pode estar

influenciando a modulacéo das isoenzimas de GST (RAZA et. al., 2004).
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5.6 Efeito radioprotetor: consideracbes

O mecanismo de acdo dos radioprotetores pode ocorrer através do
bloqueio na formacao dos radicais livres, que sdo compostos de alta reatividade e
geradores de danos celulares. Assim, neste trabalho, houve a busca do efeito
radioprotetor do extrato aquoso da Momordica charantia L. através de alteracfes
metabdlicas e hormonais (WEISS & LANDAUER, 2003; JAGETIA et. al., 2003)
BLOCK, 2004; DOLABELA et. al., 1998, JAGETIA & BALIGA, 2002).

Os radicais livres ndo tém um papel etiolégico na grande maioria dos
estados patolégicos, mas participam diretamente dos mecanismos
fisiopatologicos que determinam a continuidade e as complicagbes presentes
nestes processos. As espécies radicalares participam tanto das reacles
inflamatorias, como também dos mecanismos de transducéo de sinais, atuando
como segundos mensageiros para manter diversas funcdes celulares. Portanto, o
equilibrio entre a formacdo e a remocdo de espécies radicalares, deve ser
finamente regulado de modo que as reacdes e processos metabdlicos
dependentes das mesmas possam ocorrer em um nivel adequado para a
manutencao da fisiologia das células (LARINI, 1997; BLOCK, 2004).

As espécies reativas de oxigénio produzidas pelo metabolismo sao
mantidas em baixas concentracdes intracelulares pela acdo da enzima superoxido
desmutase (SOD), e pela familia enzimatica da glutationa, dentre elas a glutationa
peroxidase (GPx), a transferase e a catalase. A SOD esta distribuida em alguns
orgéos tais como: o figado, cérebro, testiculos, rins, coracdo, estbmago, pulméao e
pancreas. No tecido sanguineo, em particular, a SOD tem uma afinidade maior
pelas heméacias do que com as plaquetas e com o plasma. A glutationa
peroxidase cataliza a reducdo de hidroxiperoxidos organicos e inorganicos pela
glutationa reduzida (GSH). Sua atividade varia em diversos 0rgaos, sendo a
afinidade maior no figado, rins, pancreas, cérebro, coracdo, pulméo, baco e
musculos esqueléticos. A catalase estd localizada nos peroxissomos do figado,
rins e em microperoxisssomos de outras células (LARINI, 1997).

Os fluidos extracelulares, tais como o plasma sanguineo e o fluido

cefalorraquidiano contém baixas atividades de catalase, SOD e glutationa
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peroxidase, assim possuem menor atividade antioxidante (LARINI, 1997,
DOLABELA et. al., 1998, JAGETIA & BALIGA, 2002).

A determinacdo do efeito radioprotetor de compostos quimicos de origem
natural ou sintética tem sido realizada pela mensuracdo das enzimas que
apresentam propriedades antioxidantes. No entanto, como as mesmas
apresentam papéis fisiologicos, é possivel avaliar numa amplitude maior, atraves
de parametros metabdlicos e fisiopatologicos, possiveis efeitos radioprotetor de
compostos quimicos, assim como foi realizado neste trabalho. Esse subtdpico tem
o0 intuito de mostrar que os parametros avaliados ao longo deste capitulo podem
oferecer subsidios para mensurar a capacidade radioprotetora do extrato aquoso
de folhas da Momordica charantia L. sem necessariamente quantificar as enzimas
antioxidantes citadas e que, além disso, permitem uma avaliacdo mais ampla de
seus efeitos.

Neste contexto, o extrato aquoso da Momordica charantia L., nas
concentracbes estudadas pode ser utilizado como radioprotetor, e permite
extrapolar suas aplicacbes em diversas atividades de interesse humano, como
uso em pacientes de radioterapia, uso como coadjuvante antioxidante em
cosmeéticos, tais como protetores solares e uso como hipoglicemiante e
antinflamatoério. Dessa forma, este trabalho traz contribuicbes a populacdo e
merece ser levado a diante para estabelecer novas aplicacdes deste extrato, bem

como promover a sintese do mesmo em maior escala.
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6 CONCLUSOES

O estudo do extrato das folhas de Momordica charantia L. nos revela que o

mesmo apresenta as seguintes propriedades:

Moléculas de comportamento protéico, segundo o cromatograma realizado;
E passivel de marcacdo adequada com o **"Tc, diante dos testes de
controle de qualidade, com propriedades redutoras;

Um efeito farmacologico acentuado causando a elevagdo de insulina
sérica, reduzindo a concentracao de glicose sérica, com provavel atuacédo
sobre as células  pancreéticas;

Atividade antiinflamatoria quando aplicado ao modelo de edema de pata
induzido por carraginina, com redugdo nos niveis de cortisol sérico;

N&o é capaz de promover fragilidade celular, resultado este confirmado
pelo teste de marcacdo de hemacias e proteinas plasmaticas e estudo
morfolégico das hemacias, mostrando-se como um possivel agente
redutor;

Os dados acima mencionados permitem a afirmacao que o extrato aquoso

de folhas da Momordica charantia € capaz de alterar o comportamento biolégico

do **™Tc nos tecidos, caracterizando seu provavel efeito radioprotetor.

6.1 Perspectivas

As informagbes adquiridas durante a realizagdo deste trabalho e no

cotidiano académico, permitem a proposi¢cdo de outras pesquisas, num futuro

préximo, para caracterizar compostos de origem natural e sintética quanto o seu

aspecto radiomodificador. Pretende-se ainda, durante o desenvolvimento dos

novos experimentos, utilizar o calculo do fator de reducdo de dose, técnicas

biofisicas e de dosimetria bioldgica. O intuito € dar continuidade as atividades que

envolvam ciéncia e biotecnologia, de maneira a estimular a pesquisa e

proporcionar o conhecimento.
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