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aplicacao de doxorrubicina

Hydro alcoholic extract of pequi peel (Caryocar brasiliense) in rats submitted to the
application of doxorubicin
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito
antioxidante do extrato hidroalcoolico da casca do pequi
(EHCP) em ratos ap6s a administracdo de doxorrubicina
(DOX). Foram utilizados ratos da raca Wistar, distribuidos em
quatro grupos, sendo que os animais do G1 (n=6) receberam
agua e solucdo salina (grupo controle), G2 (n=7) EHCP e
solucdo salina, G3 (n=7) agua e DOX e G4 (n=6) EHCP e
DOX. O EHCP foi administrado por gavagem durante 10 dias
aos ratos dos grupos G2 e G4 e agua aos dos G1 e G3. DOX na
dose de 10mg kg™ e solucédo salina 0,9% foram administradas
por via intravenosa no dia sete ap6s o inicio do experimento
aos animais de G3 e G4 e aos de G1 e G2, respectivamente.
Foram avaliados peso e taxa de mortalidade. Dez dias apés o
inicio do experimento, foi avaliada a concentragdo sérica de
creatina quinase MB (CK-MB), troponina e mioglobina, e os
ratos foram submetidos & eutandsia e a avaliacdo
anatomopatoldgica. Ndo houve diferenca entre os tratamentos
quanto ao peso dos animais (P < 0,05). Com relagéo a taxa de
mortalidade, houve aumento no grupo 2 (P<0,05). Os
resultados do teste qualitativo para a detec¢cdo de CK-MB,
troponina | e mioglobina nos quatro grupos foram negativos
e ndo foram observadas alteragGes macroscopicas nos 6rgédos
dos ratos dos diferentes grupos. Constatou-se necrose tubular
aguda multifocal de intensidade moderada a acentuada nas
regides cortical e medular nos rins de todos os ratos avaliados.
A DOX em dose Unica de 10mg kg* e via intravenosa néo
promove alteragdes cardiacas em ratos e 0 EHCP nas condi¢des
avaliadas aumenta o indice de mortalidade em ratos, o que
pode estar relacionado a substancias toxicas presentes na casca
desse fruto.

Palavras-chave: estresse oxidativo, cardiotoxicidade,
antracilcinas, antioxidante, fruto do
cerrado.

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the
antioxidant effect of the hydroalcoholic extract of pequi peel
(HEPP) in rats after administration of doxorubicin (DOX).
Were used 26 Wistar rats divided into four groups, which G1
(n=6) received water and saline solution (control group), G2
(n=7) HEPP and saline solution, G3 (n=7) water and DOX,
and G4 (n=6) HEPP and DOX. The HEPP was administered
by gavage for 10 days to G2 and G4 and water to G1 and G3.
DOX and saline solution were administered intravenously on
day seven after the start of the experiment, with the DOX (10mg
kg?) applied in G3 and G4, and saline solution 0.9% in G1
and G2. Were evaluated weight and mortality rate. Ten days
after the start of the experiment were evaluated creatina kinase
MB (CK-MB), troponin and myoglobin, and the rats were
euthanized and evaluated morphologically. There was no
difference between treatments in weight of animals (P>0.05).
About the mortality rate an increase in group 2 was showed
(P<0.05). The results of the qualitative test for the detection of
CK-MB, troponin | and myoglobin in the four groups were
negative and there were no macroscopic changes in different
rat’s organs of different groups. Multifocal and moderate to
severe acute tubular necrosis in cortical and medullary regions
of the kidneys was observed in all rats studied. DOX intravenous
and in a one dose of 10mg kg don’t induce cardiac changes
in rats and the HEPP in conditions here evaluated increase the
rate of mortality of rats, which may be related to toxic substances
in the peel of this fruit.
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INTRODUGCAO

A doxorrubicina (DOX) € um antibidtico da
familia das antraciclinas muito utilizado como
quimioterdpico na medicina e medicina veterinaria, mas
possui valor clinico limitado pela ocorréncia de
cardiomiopatia frequentemente irreversivel (SANTOS
et al., 2009). Em contrapartida, pelos efeitos toxicos
amplamente conhecidos, a DOX tem sido utilizada como
modelo experimental de cardiomiopatia dilatada (CMD)
em diversas espécies animais (SOUSA, 2007).

A toxicidade da droga esta relacionada a
liberacdo de radicais livres (RL), responsaveis pelo
fendbmeno denominado estresse oxidativo, que designa
uma condicdo de desequilibrio entre as concentragdes
de espécies pro e antioxidantes (ANDRADE JUNIOR
etal., 2005; PEREIRA, 2006). Seu excesso apresenta
efeitos prejudiciais, como a peroxidacéo dos lipidios
de membrana e agressdo as proteinas, enzimas,
carboidratos e DNA (BARREIROS et al., 2006).

Pesquisas relatam a reducdo da
cardiotoxicidade da DOX com o uso de substancias
antioxidantes (FERREIRA et al., 2007; GRANADOS-
PRINCIPAL et al., 2010) e comprovam que dietas ricas
em antioxidantes naturais contribuem para a reducéo
significativa de doencas cronicas e degenerativas
(PAULAJUNIOREet al., 2006; ROESLER et al., 2007
LIMA, 2008).

Os fenois sdo substancias que possuem
atividade antioxidante e o pequi (Caryocar brasiliense)
€ um fruto do cerrado rico em fenois (BEZERRA et al.,
2002; LIMA, 2008), utilizado como fitoterapico no
tratamento de bronquites, gripes, resfriados e até mesmo
no controle de tumores (ROESLER et al., 2007).
BEZERRA et al. (2002) trabalharam com folhas e cascas
de Caryocar brasiliense e encontraram taninos
condensados, taninos hidrolisaveis e flavonoides. De
acordo com LIMA (2008), a polpa desse fruto possui
quantidades expressivas de fendis e carotenoides, e a
quantidade de compostos fendlicos é superior a grande
maioria das polpas de fruta consumidas no Brasil.
Entretanto, os extratos vegetais contém compostos
organicos naturais que podem exercer efeitos benéficos
ou maléficos sobre o organismo, sendo que os maléficos
podem decorrer dos préprios constituintes ou de
contaminantes (TUROLLA & NASCIMENTO, 2006).

Este trabalho teve como objetivo avaliar o
efeito antioxidante do extrato hidroalcoolico da casca
do pequi (Caryocar brasiliense) em ratos apés a
administracdo de DOX, por meio da anélise das

proteinas CK-MB, troponina | e mioglobina, e do exame
anatomopatoldgico.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 26 ratos machos, da raga
Wistar, de trés meses de idade e com peso variando
entre 289 a 466 gramas. Os animais foram mantidos sob
temperatura e luminosidade controladas (ciclos de 12
horas), recebendo racdo prépria para ratos e agua a
vontade.

O extrato hidroalcoolico da casca de pequi
foi obtido por MIGUEL (2011), de acordo com a técnica
descrita por LIMA (2008), e gentilmente cedido paraa
realizacdo deste trabalho. A quantificacéo dos fendis
da casca do pequi foi realizada utilizando o método
Folin-Ciocalteu, conforme descrito por ESCARPA &
GONZALEZ (2001). Para a quantificacdo de
flavonoides, utilizou-se metodologia descrita por
PETRY etal. (1998) e, para a quantificagdo de taninos,
atécnica descrita por HAGERMAN (2002).

Os animais foram separados aleatoriamente
em quatro grupos G1 (n=6), G2 (n=7), G3 (n=7) e G4
(n=6). Aos ratos do G1, foi oferecida adgua e solugao
salina 0,9% (controle), aos do G2 extrato hidroalcoolico
da casca do pequi (EHCP) e solugdo salina 0,9%, os do
G3 4guae DOX e 0s do G4 receberam EHCP e DOX. O
extrato de pequi (300mg kg?), seguindo uma das
posologias utilizadas por MIGUEL (2011), foi
administrado por gavagem durante 10 dias aos animais
dos grupos G2 e G4. Agua destilada (4mL kg™) foi
administrada durante 10 dias aos ratos dos grupos G1
e G3, também por gavagem. DOX (10mg kg?) e solucdo
salina 0,9% (10mL kg*) foram administradas por via
intravenosa no dia sete ap6s o inicio do experimento
aos ratos dos grupos G3 e G4, e G1 e G2,
respectivamente (Tabela 1), conforme critérios
adaptados de XIN et al. (2010).

Os animais foram acompanhados
diariamente, avaliando-se o estado geral. Os ratos foram
pesados no primeiro dia do experimento - inicio da
aplicacdo do EHCP, no dia sete - quando administrada
DOX aos ratos dos grupos G3 e G4 e solucéo salina
aos dos grupos G1 e G2, e no décimo dia do experimento
- momento em que todos os grupos foram submetidos
a eutanasia. Trés dias apos a aplicacdo da DOX, que
corresponderam ao décimo dia do experimento, também
foram colhidos 2mL de sangue de todos os animais
para as analises bioquimicas. O sangue foi colhido
diretamente do coracdo, apds o procedimento de
anestesia em camara de inalacdo fechada, com halotano.
Em seguida, os ratos foram submetidos a eutanasia
por meio da aplicacdo de 2mL de cloreto de potassio,
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Tabela 1 - Grupos, formas de administracdo e duragdo dos tratamentos.

Grupos Gavagem do 1° ao 10° dia do experimento Via endoflébica no 7° dia do experimento
| - Controle (N=6) Agua Solucéo salina
Il — Pequi (N=7) EHCP Solucéo salina
111 - DOX (N=7) Agua Doxorrubicina
IV - Pequi + DOX (N=6) EHCP Doxorrubicina

EHCP: Extrato hidroalcoolico da casca do pequi; DOX: doxorrubicina.

por via intracardiaca, seguindo-se com a avaliacao
anatomopatologica.

Para as andlises bioquimicas, foram
utilizados testes de CK-MB, troponina I e mioglobina,
(Bioeasy®), que compreendem imunoensaio
cromatogréafico rapido para a deteccao qualitativa das
referidas proteinas em sangue total, soro ou plasma.

O coragdo dos animais foi fotografado e
avaliado macroscopicamente, sendo consideradas
alteragBes como adesdes, espessamento, caracteristicas
do liquido pericardico, tamanho do coracao, espessura
do miocardio e proporcao entre atrios e ventriculos.
Os demais 6rgaos foram inspecionados conforme os
critérios de rotina em necroscopia, considerando
especialmente alteracbes de tamanho, coloragéo e
consisténcia.

Foram colhidas amostras de coracéo, rim e
figado, fixadas durante 48 horas em formol tamponado
a 10% e posteriormente mantidas em alcool 70% até o
momento do processamento e da inclusdo em parafina.
Para a avaliacdo histomorfologica, foram
confeccionados cortes histolégicos de 4um,
distendidos em laminas histolégicas e corados por
Hematoxilina e Eosina (HE). A anélise das laminas foi
realizada em microscépio dptico, inicialmente em menor
aumento (4x), seguindo-se aos aumentos subsequentes
(10x, 40x e 100x), seguindo os critérios de PONTES et
al. (2010).

Nas anélises estatisticas foram atribuidos
escores paraa mortalidade, utilizando O para os animais
mortos e 1 para 0s vivos, assim como para 0 peso,
utilizando 1 para os animais que perderam peso e 2
para os que ganharam peso. Os grupos foram
comparados por meio do teste de Fisher, considerando
onivel de significancia de 0,05%.

RESULTADOS

A tabela 2 apresenta a quantificacdo de
flavonoides, fendis totais e taninos avaliados no extrato
hidroalcoolico da casca do pequi.

N&o houve diferenca entre os tratamentos
quanto ao peso dos animais (P>0,05) (Tabela 3). Com

relacdo a taxa de mortalidade, quatro dos sete ratos
tratados com extrato hidroalcoolico de pequi e solu¢do
salina 0,9% (G2) morreram, sendo dois antes da
aplicacdo do soro fisiologico (no terceiro dia apos o
inicio do experimento), um no dia sete e outro minutos
antes da eutanasia, no dia 10 do experimento (Tabela
3). Do grupo que havia recebido extrato hidroalcoolico
da casca de pequi e DOX (G4) também morreu um rato
minutos antes da eutanasia (Tabela 2). N&o houve morte
nos grupos que ndo receberam extrato de pequi (G1 e
G3), sendo constatada diferenga entre estes e o grupo
2 (P<0,05) quanto a mortalidade.

Os resultados do teste qualitativo para a
deteccdo de CK-MB, troponina | e mioglobina nos
quatro grupos foram negativos e ndo foram observadas
alteragBes macroscopicas nos diversos 6rgaos dos ratos
dos diferentes grupos.

Quanto a avaliacdo histomorfoldgica nao
foram observadas alterac@es no coracéo (Figura 1A) e
no figado dos ratos dos diferentes grupos. Porém,
havia necrose tubular aguda multifocal de intensidade
moderada a acentuada nas regides cortical e medular
dos rins dos ratos de todos os grupos (Figura 1B).

DISCUSSAO

Os flavonoides, fendis totais e taninos foram
quantificados para garantir que no extrato
hidroalcoolico da casca de pequi fornecido aos animais
havia substancias com potencial antioxidante. Quanto
aos fendis totais encontrados na casca desse fruto, a

Tabela 2 - Quantificagdo de flavonoides, fendis totais e &acido
tanico no extrato hidroalcoolico da casca do pequi.

Quantidade (mg) eq.

Compostos g de extrato seco™ Método
Flavonoides 12,08mg Ensaio com AICl;
Fendis totais 384,04mg Ensaio de Folin-
Ciocalteu
Ensaio de
Taninos 107,94mg precipitacdo de
proteinas
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Tabela 3 - Peso dos ratos dos diferentes grupos e apresentacdo da mortalidade.

Peso (kg)
Grupos Ratos
29/07/2011® 04/08/2011@ 07/08/2011®
1 0,415 0,419 0,423
2 0,382 0,390 0,392
Grupo 1 (Controle) 3 0,400 0,379 0,381
4 0,412 0,426 0,424
5 0,394 0,386 0,382
6 0,425 0,395 0,405
7 0,396 0,363 0,362
8@ 0,435 0,000 0,000
9® 0,461 0,000 0,000
Grupo 2 (pequi + Nacl 0,9%) 10© 0,432 0,423 0,413
11 0,378 0,366 0,466
12 0,360 0,355 0,356
13@ 0,382 0,399 0
14 0,392 0,400 0,386
15 0,333 0,358 0,339
16 0,381 0,386 0,377
Grupo 3 (agua + doxorrubicina) 17 0,306 0,308 0,299
18 0,375 0,394 0,380
19 0,301 0,317 0,289
20 0,365 0,391 0,388
21 0,433 0,426 0,404
22 0,413 0,431 0,410
o _ 23 0,455 0,440 0,412
Grupo 4 (doxorrubicina+ pequi) 24 0,404 0377 0,382
25 0,413 0,390 0,386
26© 0,395 0,4 0,394

@ Inicio da aplicagdo do extrato por gavagem.

@ Aplicagdo da solugdo salina a 0,9% intravenosa na veia caudal.
© Momento da eutanasia dos ratos.

@b Ratos 8 e 9 morreram no dia 01/08.

© Rato 10 morreu pouco antes da eutanésia.

@ Rato 13 morreu no dia 04/08/2011.

© Rato 26 morreu 15 minutos antes da eutanésia.

quantidade encontrada (384,049 kg™ de extrato seco)
foi superior a descrita por ROESLER et al. (2007), ao
encontrarem 209,379 kg™ de extrato seco. Porém, esses
autores relataram que a metodologia empregada néo
apresentou performance méxima ao observarem 161,77¢
kgt de fenois nos residuos da casca deste fruto, os
quais, somados ao valor inicial, se aproximam dos
resultados encontrados neste trabalho. ROESLER et
al. (2007) compararam a quantidade de compostos
fendlicos na casca, polpa e carogo deste fruto e
concluiram que, na casca, esses valores sdo superiores.

Com relacéo aos resultados negativos para
CK-MB, troponina | e mioglobina e a auséncia de lesGes

cardiacas a histopatologia, concluiu-se que néo foi
possivel induzir cardiotoxicidade com a dose de DOX
utilizada. SOUZA et al. (2009) utilizaram 20mg kg* via
intraperitoneal em ratos e observaram alteragdes no
ecocardiograma, sugerindo alteracdo da funcédo
miocardica. Porém, nos testes bioquimicos e
histolégicos, ndo foram observadas alteragdes
miocardicas, corroborando os resultados desta
pesquisa. Ja XIN et al. (2011) utilizaram 10mg kg de
DOX, por via intravenosa, em dose Unica, €
conseguiram induzir cardiotoxicidade em ratos
detectada por exames bioquimicos e histopatoldgicos.
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Figura 1 - Fotomicrografias do miocéardio e rim de ratos tratados com DOX. A) Miocardio. Fibras
musculares cardiacas sem alteragbes. HE, 40x. B) Rim. Necrose tubular aguda. Picnose
(setas) e cariorrexe (pontas de seta), observada nos rins dos animais de todos os tratamentos.

Por outro lado, FERREIRA et al. (2007) em
pesquisa realizada com ratos, utilizaram 4mg kg de
DOX, por via intraperitoneal, semanalmente, durante
quatro semanas, totalizando 16mg kg e constataram
cardiotoxicidade detectada a ecocardiografia e a
avaliacdo histopatoldgica. Em pesquisa conduzida por
KHAN et al. (2005), camundongos foram tratados com
4mg kg?! de DOX, por via intraperitoneal,
semanalmente, durante quatro semanas, totalizando
16mg kg*. A cardiotoxicidade foi avaliada trés semanas
apo6s o término do tratamento, sendo encontradas
alteragBes ultraestruturais como perda de miofibrilas,
vacuolizacdo citoplasmatica e edema mitocondrial.

Também KARIMIA et al. (2005) avaliaram a
toxicidade provocada pela DOX no miocardio de
camundongos ao aplicar 15mg kg, em dose Unica e
via intraperitoneal. Os autores observaram elevagéo
da CK-MB sérica e alteracOes histopatoldgicas. Ainda,
IQBAL et al. (2008) utilizaram 20mg kg* de DOX via
intraperitoneal, em dose Unica, e também observaram
alteraces a analise histopatologica, como ruptura das
miofibrilas, nos ratos tratados com DOX.

PONTES et al. (2010) desenvolveram um
modelo experimental de cardiotoxicidade induzida pela
DOX utilizando 5mg kg* em dose Unica, e avaliaram o
coracdo dos ratos seis meses ap6s o inicio do
experimento, quando constataram alteragdes
macroscopicas e microscopicas evidentes. Os coragdes
aumentaram 41% em relacéo ao peso; 33% no diametro
interno e 14% no didmetro externo; e 24% na espessura
da parede do VE. Microscopicamente, notaram-se
fibrose, vacuolizagdo citoplasmética dos midcitos,
necrose miocardica e variagdo no tamanho do nucleo.

Embora a maioria dos experimentos
relatados tenha demonstrado a cardiotoxicidade da
DOX com uso de doses semelhantes, neste experimento
nao foram encontradas alteragdes bioquimicas e

histopatoldgicas que demonstrassem esse efeito, como
também relatado por SOUZA et al. (2009). Ressalte-se
que os trabalhos apresentam doses semelhantes, mas
ndo idénticas, bem como ha variagéo no tipo de animal,
comumente utilizando-se camundongos e ratos, e na
forma e no periodo de aplicacédo da droga, 0 que pode
explicar resultados diferentes.

Quanto a taxa de mortalidade, inicialmente
suspeitou-se que a causa das mortes pudesse estar
relacionada ao manejo dos animais durante a
administracdo oral do extrato, resultando em pneumonia
por falsa via. Porém, a suspeita no foi confirmada ao
exame anatomopatolégico. Como todos os ratos que
morreram eram de grupos tratados com o extrato
hidroalcoolico de pequi, foi ponderada a possibilidade
de substéncias tdxicas na casca do fruto. Nesse
sentido, em estudo toxicoldgico pré-clinico agudo de
extrato hidroalcoolico de farelo da casca do pequi,
ALMEIDA et al. (2009) avaliaram a dose letal (0,31mg
mL* DL50 mL) e demonstraram que esse extrato
possui toxicidade aguda quando aplicado por via
intraperitoneal, o que reforca a possibilidade das mortes
relacionarem-se a presenca de substancias toxicas na
casca do pequi. Esses autores também sugeriram a
realizagdo de pesquisas que permitissem a comparacgao
dos resultados em outras vias de administracéo e que
fosse conduzido o exame anatomopatoldgico dos
animais, conforme foi realizado neste experimento.

MIGUEL (2011) utilizou o extrato
hidroalcoolico da casca do pequi, 0 mesmo utilizado
neste estudo, para testar o possivel efeito antioxidante
do extrato na isquemia e reperfuséo cerebral em ratos,
e verificou que os animais dos grupos tratados com
100, 300 e 600mg kg* deste extrato, em diferentes
tempos de isquemia, apresentavam mais células com
caracteristica isquémica no hipocampo. A autora
sugeriu que o extrato pode apresentar substancias
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indutoras de degeneragdo ou até mesmo de morte
celular por necrose e/ou apoptose, de neurénios do
hipocampo, o que reforga a possibilidade da presenca
de substancias toxicas na casca do fruto. Ainda,
considera-se pouco provavel o envolvimento de
substdncias toxicas de origem iatrogénica
(agrotoxicos), tendo em vista que os frutos utilizados
em ambas as pesquisas eram provenientes de arvores
nativas do cerrado goiano.

Inicialmente, foi ponderada a possibilidade
de a necrose estar relacionada ao extrato da casca do
pequi. Entretanto, todos os animais apresentaram a
leséo, incluindo os do grupo controle. Assim, discutiu-
se a possibilidade de a lesdo renal estar relacionada a
alimentacdo, a 4gua ou a outros fatores ambientais,
por serem comuns a todos os tratamentos. Com relagéo
aagua, os bebedouros eram diariamente higienizados
com &gua e sabdo e reabastecidos. A dgua utilizada era
da mesma origem que a fornecida a outros ratos
saudaveis utilizados em outros experimentos, sendo
também distribuida nos bebedouros da Faculdade, o
que torna pouco provavel sua relagdo com a necrose
renal. Por outro lado, com relagdo a racao, apesar de ter
sido acondicionada adequadamente e ndo apresentar
alteracOes identificaveis visualmente, é possivel que
as lesdes estejam relacionadas a presenca de
micotoxinas na racao, ja que fungos dos géneros
Aspergillus e Penicillium produzem um grande nimero
de toxinas nefrotdxicas (NEWMAN et al., 2009).

A dificuldade em encontrar trabalhos na
literatura relacionados a toxicidade do extrato do pequi
dificulta a comparacéo de resultados, bem como a sua
discussdo. Em contrapartida, a escassez de informagdes
relacionadas a essa area de pesquisa reforca a
necessidade de estudos dessa natureza, visando a
obtencdo de dados para a administracdo segura de
fitoterapicos a popula¢do humana e animal.

CONCLUSAO

A DOX em dose Unica de 10mg kg* e via
intravenosa ndo promove alteracdes cardiacas em ratos
e 0 EHCP nas condic¢des avaliadas aumenta o indice de
mortalidade em ratos, o que pode estar relacionado a
substancias toxicas presentes na casca do fruto de

pequi.
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