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RESUMO

A familia Aristolochiaceae, a qual pertence Aristolochia nevesarmondiana, apresenta
uma ampla distribuicdo global e historico de uso na medicina tradicional para tratar
diversos tipos de patologias, tais como: asma, disturbios imunologicos, célicas,
intoxicacOes, doencas pulmonares, diabetes, dores estomacais e cancer. O melanoma é
um dos tipos mais agressivos de cancer de pele, com projecdes alarmantes de aumento
na incidéncia global. Nesse contexto, investigacdes sobre substancias bioativas tém sido
conduzidas para identificar novas abordagens terapéuticas. Este estudo avaliou a
atividade antiproliferativa in vitro e os efeitos in vivo dos extratos metandlicos de
Aristolochia nevesarmondiana (EMFAnN) e do material biotransformado pela lagarta
Battus polydamas (EMBAnN). Os ensaios in vitro mostrou que EMBAnN apresentou
melhor atividade biol6gica contra células tumorais, embora com baixa seletividade (IS
< 1) variando de 0,5 em melanoma murino (B16-F10) a 1,39 no adenocarcinoma de
mama triplo-negativo (MDA-MB-231). A citotoxicidade em células normais (NCI/3T3)
indicou valores de Glso de 275,01 pg/mL para EMFAnN e 275,47 pg/mL para EMBAN,
sugerindo perfis citotoxicos semelhantes em células ndo tumorais. Nos ensaios in vivo,
a toxicidade aguda do EMBAN em camundongos BALB/C ndo apresentou diferencas
estatisticas significativas no ganho de peso entre os grupos tratados (2.000 a 50 mg/kg)
e 0s controles, tanto para machos (p = 0,5653) quanto para fémeas (p = 0,112). A analise
da atividade antitumoral demonstrou que, embora 0 EMFAnN tenha mostrado tendéncia
a reducdo tumoral, os efeitos ndo foram estatisticamente significativos e houve alta taxa
de mortalidade nos animais tratados. O EMBAnN, por outro lado, exibiu um perfil de
toxicidade mais seguro. A avaliacdo genotdxica indicou que 0 EMFAN promoveu um
aumento significativo na formacdo de micronucleos (p < 0,01), evidenciando maior
potencial genotdxico em comparacdo ao EMBAN. Diante dos resultados, 0 EMBAN
surge como uma alternativa promissora para futuras investigacdes devido ao seu
potencial terapéutico e menor toxicidade. No entanto, estudos adicionais Sa0 necessarios
para aprimorar sua seletividade, compreender seus mecanismos de agédo e avaliar sua
viabilidade clinica no tratamento do melanoma.

Descritores: melanoma experimental; b16-f10; camundongos Balc c; testes de

mutagenicidade; Battus polydamas.



ABSTRACT

The Avristolochiaceae family, to which Aristolochia nevesarmondiana belongs, has a wide
global distribution and a historical use in traditional medicine for treating various pathologies,
such as asthma, immune disorders, colic, intoxications, lung diseases, diabetes, stomach pain,
and cancer. Melanoma is one of the most aggressive types of skin cancer, with alarming
projections of increasing global incidence. In this context, investigations into bioactive
substances have been conducted to identify new therapeutic approaches. This study evaluated
the in vitro antiproliferative activity and in vivo effects of methanolic extracts from Aristolochia
nevesarmondiana (EMFAnN) and the material biotransformed by the caterpillar Battus
polydamas (EMBAn). The in vitro assays showed that EMBAnN exhibited better biological
activity against tumor cells, although with low selectivity (IS < 1), ranging from 0,5 in murine
melanoma (B16-F10) to 1,39 in triple-negative breast adenocarcinoma (MDA-MB-231).
Cytotoxicity in normal cells (NCI/3T3) indicated Glso values of 275,01 pg/mL for EMFAN and
275,47 pg/mL for EMBAN, highlighting similar cytotoxic profiles in non-tumor cells. In the in
vivo assays, the acute toxicity of EMBAnN in BALB/C mice showed no statistical differences in
weight gain between treated groups (2.000 to 50 mg/kg) and controls, both in males (p = 0,5653)
and females (p = 0,112). An analysis of antitumor activity demonstrated that although EMFAnN
showed a tendency to reduce tumors, the effects were not statistically significant, and high
mortality rates were observed in treated animals. EMBAnN, on the other hand, exhibited a safer
toxicity profile. The genotoxic evaluation indicated that EMFAN significantly increased
micronucleus formation (p < 0,01), highlighting a greater genotoxic potential compared to
EMBAN. Given the results, EMBAnN emerges as a promising alternative for future investigations
due to its therapeutic potential and lower toxicity. However, additional studies are necessary to
improve its selectivity, understand its mechanisms of action, and assess its clinical feasibility
in melanoma treatment.

Descritores: melanoma, experimental; b16-f10; Balb ¢ mice; mutagenicity tests; Battus

polydamas.
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1 INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) confirma a relevancia na abordagem das
praticas adotadas pela medicina tradicional, de forma complementar e integrativa em diferentes
nacOes, destacando sua contribui¢do para a promocao da salde, o bem-estar da populagéo, a
prestacdo de cuidados em diferentes tipos de enfermidades centrados no paciente e na ampliacédo
da cobertura universal de saude. A incorporacdo adequada da medicina tradicional aos sistemas
de satde pode resultar em beneficios, otimizando os estagios clinicos e ampliando servigos
direcionados no tratamento voltados ao cuidado dos pacientes, especialmente no &mbito da
atencdo primaria (WHO, 2023). Além disso, a OMS registra que os medicamentos tradicionais,
complementares e alternativos oferecem varios beneficios. A Africa tem uma longa historia
nesta matéria devido a extensa abordagem em utilizacdo da medicina tradicional e dos seus
praticantes, os quais desempenham um papel importante na prestagdo de cuidados as
populagdes (WHO, 2020). No entanto, destaca-se a importancia de regulamentar e normatizar
essas praticas para garantir sua seguranca e eficacia (Brasil, 2012).

No Brasil, a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, estabelecida em
2006, busca garantir a populacdo o acesso seguro e 0 uso racional de plantas medicinais e
fitoterapicos, promovendo o uso sustentavel da biodiversidade e o desenvolvimento da cadeia
produtiva (Brasil, 2024). Sendo representada pela Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de
Interesse ao Sistema Unico de Salde (ReniSUS), que possui a sua base na Politica e no
Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF) que visa expandir as opcdes
terapéuticas ao aprimorar a forma de assisténcia a salude oferecida aos usuérios no Sistema
Unico de Saude (SUS). Sua abordagem geral, esta direcionada em ofertar amplamente um
acesso seguro ao uso racional de plantas medicinais e diferentes tipos de produtos fitoterapicos
amplamente utilizados pela populacéo brasileira (Brasil, 2016).

A familia Aristolochiaceae abriga uma espécie selvagem, a Aristolochia baetica (A.
baetica), cujas raizes sdo tradicionalmente empregadas pela medicina popular marroquina no
tratamento do cancer. Um estudo foi conduzido para investigar sua possivel atividade contra a
neoplasia de mama humano, analisando-se quatro tipos de extratos de diferentes polaridades
desta planta. As andlises laboratoriais in vitro foram realizadas para avaliar o seu efeito
antiproliferativo nas células MCF-7 (Chaouki et al., 2010). No entanto, quando buscamos
estudos sobre a atividade bioldgica dos constituintes da espécie Aristolochia nevesarmondiana,
observamos que até 0 momento nao foi encontrada na literatura qualquer relato ou mesmo a

descricdo de seus compostos fitoquimicos.


https://www.gov.br/saude/pt-br/composicao/sectics/daf/pnpmf/ppnpmf/arquivos/2014/renisus.pdf
https://www.gov.br/saude/pt-br/composicao/sectics/daf/pnpmf/ppnpmf/arquivos/2014/renisus.pdf
https://www.gov.br/saude/pt-br/composicao/sectics/daf/pnpmf/ppnpmf/arquivos/2014/renisus.pdf
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A toxicidade das plantas pertencentes a esse género esta relacionada a presenca das suas
substancias constituintes derivadas dos &cidos aristoléquicos (AAs), o qual foi observado em
um estudo que aborda a acdo bioldgica que desencadeia em uma condi¢cdo denominada
nefropatia por acido aristoléquico (NAA), caracterizada por causar quadros clinicos de fibrose
no tubulo-intersticial ou malignidades uroteliais e até a chegar numa insuficiéncia Renal
cronica, essas manifestacGes ja foram observadas tanto em camundongos quanto em seres
humanos (Jelakovi¢ et al., 2019).

Como resultado voltado a relevancia dos impactos toxicoldgicos associados aos acidos
aristoléquicos, a biotransformacdo surge como uma estratégia promissora para modificar
estruturalmente compostos naturais complexos, reduzindo sua toxicidade e potencializando
efeitos terapéuticos desejaveis. Esse processo, além de ecologicamente viavel, tem sido
amplamente empregado para alterar estruturas de diferentes produtos naturais bioativos. Este
processo permite a acumulacéo significativamente aumentada do produto desejado, sendo que
0 precursor deve estar presente na natureza e ser facilmente isolado em quantidade suficiente
em fonte natural de uma forma economicamente viavel (Macedo, 2020).

Diante do exposto esse trabalho de estudo tem como objetivo avaliar a toxicidade aguda,
genotoxicidade e atividade antiproliferativa do extrato metanolico das folhas de Aristolochia
nevesarmondiana e do extrato metandlico obtido por biotransformacgéo em modelo in vitro e in

Vivo.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 PLANTAS MEDICINAIS E SUAS APLICACOES

O conhecimento e o uso de plantas medicinais acompanham a humanidade desde tempos
ancestrais, sendo amplamente disseminadas nas praticas tradicionais. Embora suas propriedades
sejam reconhecidas globalmente, estima-se que menos de 1% das espécies nativas tenham sido
investigadas de forma abrangente (Rodrigues; Amaral, 2012; Messias et al., 2015). Nem todas
as plantas apresentam caracteristicas terapéuticas; entretanto, aquelas que possuem tais
propriedades podem conter centenas de substancias com potenciais aplicagdes, abrangendo
desde o setor farmacéutico até o agrondémico (Brewer, 2011; Almeida, 2017).

A utilizacdo de plantas medicinais acompanha a trajetdria evolutiva humana, datando
de periodos historicamente medievais sendo reconhecido o seu uso ancestral antes de haver a
escrita e mantendo-se significativa até a atualidade em diversas partes do mundo (Brasil, 2012).
As plantas medicinais englobam todos os vegetais que apresentam propriedades terapéuticas,
sejam eles usados integralmente ou em partes especificas, sendo amplamente utilizados pela
populacdo (Barata, 2005; Carneiro et al., 2014). Para muitas populacdes, esses vegetais
representam a opcao de tratamento mais acessivel em comparacao aos medicamentos alopaticos
(Carneiro et al., 2014). A OMS também considera plantas medicinais aquelas espécies vegetais
que, independentemente do uso popular, contém substancias bioativas com efeitos terapéuticos
comprovados (Brasil, 2012; Carneiro et al., 2014).

A eficécia das plantas amplamente utilizadas na medicina popular (Cragg; Newman,
2005), tem norteado pesquisas no conhecimento etnofarmacoldgico. Esse saber tradicional tem
possibilitado a identificacdo de diversas classes de biomoléculas e seus derivados, os quais hoje
possuem uma ampla aplicacdo em diferentes contextos (Almeida et al., 2005; Costa-Lotufo et
al., 2010).

De acordo com Elisabetsky e Souza (2007), ao observar o conceito da etnofarmacologia,
gque € um campo pertencente a etnobiologia, sendo uma &rea que dedica-se a exploracéo e
investigacdo cientifica interdisciplinar de agentes bioldgicos ativos, as quais sdo
tradicionalmente utilizadas por sua acdo em tratamentos de patologias e reconhecidas por
comunidades locais. Esse ramo combina o conhecimento obtido dessas comunidades com
analises laboratoriais, abrangendo estudos quimicos e farmacoldgicos para compreender melhor
as propriedades e potencialidades de diferentes tipos de substancias.

No entanto, pode-se afirmar que a etnofarmacologia ndo lida com crencas
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supersticiosas, mas sim, com o saber popular vinculado a préaticas desenvolvidas na medicina
tradicional (Univisosa, 2012). Um estudo publicado em 2015 destaca a importancia da
etnofarmacologia na valorizacdo dos saberes tradicionais e na bioprospeccao de fitoterapicos
para o Sistema Unico de Satde (SUS) no Brasil. De acordo com Sales (2015), o qual destaca
primordialmente que a etnofarmacologia representa uma estratégia para o resgate dos saberes e
na geracdo de conhecimento cientifico e tecnoldgico voltados para o uso sustentavel de plantas
medicinais.

Em suma, ao observar o campo da saude publica que vém enfrentando desafios
complexos tanto no setor farmacéutico quanto no agrondmico, especialmente devido ao
surgimento constante de novas doengas e ao aumento de organismos resistentes aos tratamentos
disponiveis. A fitoterapia voltada para mitigar essas questdes envolvem desde a busca por novos
medicamentos até o desenvolvimento de agentes de defesa agricola com menor impacto para a
salide humana. Esses estudos, inseridos nas ciéncias de produtos naturais (PN), sdo de grande
relevancia e representam um desafio continuo para a comunidade cientifica (Messias et al.,
2015).

Dentre as areas de pesquisa em desenvolvimento, destacam-se o isolamento e a
identificacdo de novas substancias bioativas, bem como a avaliacdo de suas propriedades
terapéuticas. Além disso, ha esforcos para validar métodos analiticos modernos que assegurem
o controle de qualidade dos produtos obtidos, assim como para estabelecer relacdes entre o
desenvolvimento das plantas e a qualidade dos compostos que elas contém (Rodrigues; Amaral,
2012).

Estudos recentes indicam que uma proporc¢éo significativa dos compostos catalogados
em bases de dados de produtos naturais possui potencial como modelos para o desenvolvimento
de novas formulacdes farmacoldgicas. Por exemplo, o Dictionary of Natural Products € uma
base de dados abrangente que inclui informac6es sobre aproximadamente 230.000 produtos
naturais, fornecendo dados quimicos, fisicos e estruturais detalhados (Gomez-Garcia; Medina-
Franco, 2022). Além disso, o Natural Products Atlas oferece acesso aberto a uma vasta colecédo
de produtos naturais derivados de bactérias e fungos, permitindo aos pesquisadores visualizar a
diversidade quimica do mundo natural (Npatlas, 2024). I6ca, Allard e Berlinck (2014) ressaltam
a importancia da colaboracdo entre diferentes disciplinas na conducdo de pesquisas
interdisciplinares de carater internacional, visando fortalecer o estudo focado nos PN. A
aplicacdo de técnicas espectroscopicas em conjunto com métodos estatisticos e/ou
computacionais, por exemplo, pode facilitar o isolamento e a identificacdo das substancias

bioativas. Além disso, essa integracéo de abordagens pode promover uma analise multifatorial,
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permitindo a investigacao das interagdes entre produtos naturais e sistemas bioldgicos (Funari
etal., 2013).

Na pesquisa relacionada a PN derivados de matéria-prima vegetal, o Brasil possui uma
das maiores biodiversidades do mundo, com mais de 46.000 espécies de plantas conhecidas.
Dessas, aproximadamente 25.000 sdo endémicas, ou seja, ocorrem exclusivamente no pais
(Agéncia Brasil, 2021). A diversidade vegetal brasileira € distribuida entre diversos biomas,
como a Mata Atlantica abrigando mais de 17.000 espécies, seguida pela Amazénia e pelo
Cerrado, essa variedade de espécies representa cerca de 10% da flora mundial, reforcando a
importancia do Brasil no cenério global de biodiversidade (The North Face, 2021). Desde a
década de 1980, a potencialidade da flora brasileira no que se refere ao uso de plantas medicinais
tem sido abordada de maneira otimista, ressaltando vantagens como a ampla disponibilidade de
matéria-prima, o facil acesso a essas espécies e a riqueza das substancias bioativas que podem
ser isolados a partir delas (Simdes; Schenkel, 2002).

A partir da identificagdo de uma substancia com atividade bioldgica derivada de uma
planta, inicia-se o processo de pesquisa e desenvolvimento de produtos como os farmacos,
cosméticos e biodefensivos. Esse processo comeca com a avaliagdo das propriedades das
moléculas obtidas por meio de ensaios in vitro. No caso dos farmacos, a etapa seguinte envolve
estudos pré-clinicos, que compreendem bioensaios in vivo, a analise do metabolismo e
investigagBes farmacocinéticas e farmacodindmicas em modelos animais, culminando na fase
clinica, o qual os testes passam a ser conduzidos e administrados em humanos (Lombardino;
Lowe, 2004; Ferreira et al., 2009; Guido; Andricopulo; Oliva, 2010). Para o desenvolvimento
de biodefensivos, o processo e dividido em trés etapas principais: pesquisa inicial,
desenvolvimento do produto e, por fim, avaliagdo e registro (Ferraz, 2018).

O desenvolvimento de novos medicamentos € um processo complexo e demorado, com
uma taxa de sucesso relativamente baixa. Estima-se que, de milhares de moléculas sintetizadas,
apenas uma pequena fragéo progride por todas as etapas de teste e regulamentacéo para se tornar
um medicamento aprovado (Talkscienc, 2023). De acordo com a Organizacdo Pan-Americana
da Saude (OPAS), as barreiras enfrentadas pelos desafios significativos ao desenvolvimento de
novos produtos, entre os quais se incluem o extenso periodo necessario para aprovagao, 0S
elevados custos envolvidos e a baixa taxa de sucesso nos processos de pesquisa e
desenvolvimento. Estima-se que a transicdo de um candidato no estagio pré-clinico para o
clinico demande um intervalo de aproximadamente 10 a 15 anos (WHO, 2022).

Em um contexto geral, a cada 160.000 moléculas investigadas, apenas 200 a 300 séo

selecionadas para a primeira fase de avaliagéo, cinco para a fase seguinte, e, por fim, apenas
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uma chega a Gltima etapa, onde é submetida a rigorosas avaliagcdes para obtencao de registro
(Ferraz, 2018).

Em suma, durante o desenvolvimento inicial de farmacos, compostos potencialmente
Uteis sdo estudados em animais para avaliar seus efeitos desejados e a sua toxicidade. Aqueles
que se mostram eficazes e seguros tornam-se candidatos para estudos em seres humanos. No
entanto, muitas substancias sdo descartadas devido a efeitos adversos ou falta de eficécia

durante as fases do seu desenvolvimento (Lynch, 2022).

2.2 QUIMIOTERAPICOS BASEADOS EM PLANTAS

Diversas substancias tém sido identificadas por sua influéncia sobre o controle
subjacente ao desenvolvimento patoldgico, tais como antioxidantes, agentes anti-inflamatorios,
moduladores metabdlicos e intervencBes em vias das cascatas que promovem a apoptose (Igbal
etal., 2019).

Frequentemente, os fitoquimicos derivados de plantas com propriedades medicinais
vém despertando o interesse de pesquisas globais. E estudos tanto in vitro quanto in vivo tém
investigado a agdo dos efeitos potenciais desses compostos, 0s quais abrangem acoes
antioxidantes, antiproliferativas, anti-inflamatérias e antiangiogénicas, tendo como alvo o
enfrentamento do céncer cutaneo (Igbal et al., 2019). Embora os avangos tecnoldgicos em
terapias anticancer tradicionais tenham proporcionado progressos, ainda persiste a necessidade
de novas abordagens terapéuticas mais precisas e direcionadas, devido as limitacdes das terapias
convencionais (Zafar et al., 2024).

Como anteriormente destacado, a avaliacdo preliminar das propriedades de uma planta
é crucial seja voltada para o desenvolvimento subsequente de estudos, independentemente da
area de aplicacdo. No entanto, em termos gerais, deve ser observado a existéncia dos
metabolitos secundarios que podem ser extraidos com diferentes tipos de principios ativos, 0s
quais sdo classificados em trés principais categorias: terpenos, flavonoides e alcaloides
(Shahidi, 1997; Croteau; Kutchan; Lewis, 2000; Taiz; Zeiger, 2002; Shahidi; Naczk, 2003;
Shahidi; Ho, 2005). Os terpenos demonstram propriedades inseticidas, antimicrobianas,
hepatoprotetoras, analgésicas, hemoliticas, anti-inflamatdrias, cardiovasculares e antitumorais
(Ikeda; Murakami; Ohigashi, 2008; Simdes et al., 2010; Luz et al., 2014). Em geral, quando
isolamos a agdo dos flavonoides que apresentam atividades voltadas ao controle de doengas
renais, doencas cerebrovasculares, doengas crénico-degenerativas, diabetes e apresentando

efeitos antineoplasicos (Dornas et al., 2007). Ja os alcaloides apresentam atividades como acao
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antibacteriana, antiflngica, antiplasmodica, antitumoral, analgésica, anticolinérgica, diurética e
antitusigena (Henrique; Nunomura; Pohlit, 2010; Bessa et al., 2013).

No entanto, substancias como a camptotecina, um inibidor da topoisomerase 1, e
vimblastina, que atua sobre a tubulina, pertencem a classe dos alcaloides e foram originalmente
obtidas de espécies vegetais. Apds a primeira década deste milénio, que abrange uma gama de
estudos com diversos vegetais contendo propriedades potencialmente citotdxicas para fins na
utilizacdo em quimioterapia, sendo suas vias de acdo e métodos de isolamento de tipos bem
diferenciados (Lu et al., 2012).

Notavelmente, os alcaloides despontam como as principais substancias alvo desses
estudos, exibindo, além das atividades acima mencionadas, uma rica diversidade de alvos
farmacoldgicos. Em busca da caracterizacdo desses alvos moleculares, foram desenvolvidas
novas metodologias de pesquisa. A exploracdo desses agentes naturais extraidos constitui o
ponto de partida primordial para a identificacdo de compostos isolados dotados de potencial
anticancer, delineando-se, posteriormente, modificaces moleculares por meio de variadas
abordagens farmacéuticas (Lu et al., 2012). Na area da oncologia, diversas substancias foram
descobertas e novos farmacos foram introduzidos nos protocolos terapéuticos, como pode ser
observado na Tabela 1 (Costa-Lotufo et al., 2010).

Tabela 1 — Produtos naturais ou farmacos derivados de plantas utilizados na terapia do cancer.

Farmacos Fonte Alvo Molecular Indicacdo Terapéutica
Vimblastina, Catharanthus Tubulina/Microtibulos  Leucemia linfoblastica
vincristina, vindesina, roseus aguda; cancer de testiculo;
vinorelbina doenca de Hodgkin
Paclitaxel, docetaxel Taxus brevifolia  Tubulina/Microtibulos  Cancer de mama
Podofilotoxina Podophyllum Topoisomerase Il Cancer de pulmao, ovario e

peltatum testiculo; leucemia

linfocitica aguda

Etoposideo, teniposideo  Podophyllum Topoisomerase Il Cancer de pulmao, ovario e
peltatum testiculo; leucemia
linfocitica aguda
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Camptotecina Camptotheca Topoisomerase | Cancer de cblon
accuminata

Irinotecano, topotecano  Camptotheca Topoisomerase | Cancer de célon
accuminata

Fonte: Adaptado de Costa-Lotufo et al., 2010.

Além disso, certos compostos extraidos de plantas tém se mostrado fontes essenciais de
diversos agentes anticancerigenos amplamente utilizados na préatica clinica, como a
camptotecina e seus derivados (topotecano e irinotecano), etoposideo (um derivado da
epipodofilotoxina), paclitaxel (taxol), vinblastina e a vincristina. Em geral, novos agentes
promissores estdo em desenvolvimento clinico com atividades especificas contra alvos
moleculares relacionados ao tratamento clinico de neoplasias, como o fosfato de

combretastatina A4 e o flavopiridol (Cragg; Newman, 2005).

2.3 FAMILIA ARISTOLOCHIACEAE

A familia Aristolochiaceae encontra-se inserida em uma superordem Magnoliiflorae,
que é reconhecida por suas caracteristicas morfoldgicas a classificando como uma das
Angiospermas mais primitivas. Esta familia é constituida por sete géneros que englobam plantas
classificadas como arbustos, cipds, herbaceas e subarbustos e que estdo distribuidas
mundialmente, ocupando varias regides climaticas distintas. Possui um dominio de distribuicéo
amplo que engloba predominantemente as zonas subtropicais e tropicais, com algumas
representacfes em areas de clima temperado no hemisfério norte (Gonzalez; Stevenson, 2002).
Em geral, de acordo com o Catalogo Taxonémico da Fauna do Brasil e Lista da Flora do Brasil
2020, a classificdo destas plantas estd diretamente correlacionada por fazer parte do reino
plantae, filo tragueophyta e classe magnoliopsida (SIBBR, 2020).

Em geral, nas regides das Américas Central e do Sul, as plantas pertencentes a este
género desempenham um papel significativo na medicina tradicional, representando uma fonte
relevante de recursos medicinais (Heinrich et al., 2009). Algumas espécies desta familia séo
utilizadas como alvo para a base do tratamento alternativo em diversas condi¢Ges de salde, tais
como: asma, afeccBes imunes, colicas, casos de envenenamento, distlrbios pulmonares,
diabetes e dores de estbmago (Lans, 2007).

O género Aristolochia ocupa uma posicdo significativa tanto em termos numéricos
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quanto no &mbito do seu uso medicinal no contexto de toda a familia Aristolochiaceae.
Compreendendo espécies herbaceas de carater arbustivo, perene ou subarbustivo, e
caracterizadas por sua riqueza em 6leos essenciais, o qual, estd amplamente distribuida ao longo
das regides tropicais da Africa, Asia, América do Sul (Boufford; Hsieh, 2003), América do
Norte, além da Australia (Hou, 1996; Kuo; Li; Wu, 2012), e em regifes montanhosas e areas
rurais do Ird (Ardalan et al., 2015). Frequentemente, apresentam caracteristicas de trepadeiras
escandentes, entrelagcadas ou, em alguns casos, lianas. Geralmente, possuem rizomas ou porta-
enxertos prostrados ou tuberosos, e suas folhas sdo alternadas, pinadas, polimorficas ou lobadas
(Hou, 1996; Kuo; Li; Wu, 2012). A maior parte dessas espécies € encontrada na regido tropical,
embora existam algumas excecdes que se distribuem até a Escandinavia, ao norte do Jap&o e no
norte do Canada. Elas podem se desenvolver como ervas rasteiras de pequeno porte, trepadeiras
ou, em alguns casos, assemelham-se a arbustos (Hutchinson, 1973; Watson; Dallwitz, 1992;
Gonzalez F., 1999; Kuo; Li; Wu, 2012).

Em suma, a Aristolochiaceae constitui uma familia inserida na ordem Piperales (APG
IV, 2016; Freitas; Alves-Araljo, 2017), englobando uma soma aproximada de 600 espécies
(Gonzalez, 1990; Freitas; Alves-Araujo, 2017). Dentre esses géneros, Aristolochia apresenta
uma maior diversidade, totalizando cerca de 550 espécies catalogadas (Gonzélez, 2012; Freitas;
Alves-Araujo, 2017), que estdo distribuidas aos principais centros de diversidade no Haiti e no
Brasil (Gonzélez, 2000).

Embora as Aristolochiaceae apresentem uma distribuicdo quase global, possuem em
nossa flora alguns de seus representantes mais notaveis e ornamentais. Acredita-se que o Brasil
abrigue tanto as maiores quanto as menores espécies do género Aristolochia. Vale ressaltar,
contudo, que apenas trés dos sete géneros que compdem essa familia foram registrados em
territério brasileiro (Hoehne, 1942). De modo que, no Brasil a familia Aristolochiaceae é
representada exclusivamente pelo género Aristolochia, compreendendo um total de 93 espécies,
das quais 39 sdo documentadas na regido da Mata Atléantica (BFG, 2015). De acordo com a
figura 1, somente no estado do Espirito Santo, ja foram registradas e catalogadas 20 espécies:
A. arcuata, A. assisii, A. bahiensis, A. chamissonis, A. cymbifera, A. cynanchifolia, A. elegans,
A. gigantea, A. aff. gigantea, A. gracilipedunculata, A. hypoglauca, A. labiata, A.
longispathulata, A. melastoma, A. nevesarmondiana, A. pubescens, A. subglobosa, A.
tamnifolia, A. trilobata e A. Zebrina (Freitas; Alves-Araujo, 2017).
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Figura 1 — Mapa de distribuicdo geogréfica de quatro espécies de Aristolochia com camada altitudinal
no estado do Espirito Santo
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Legenda: Aristolochia longispathulata (e); Aristolochia melastoma (m); Aristolochia
nevesarmondiana (A); Aristolochia pubescens («). Fonte: Joelcio Freitas e Anderson Alves-
Araujo, 2017.

De acordo com Hoehne (1942), estas plantas sdo conhecidas popularmente como
'Abutua’, 'Bejuca-de-la-estrela’, 'Jarrinha’, '"Milhomes', 'Parreira-Brava', 'Papo-de-perd’, 'Raiz-
Pereira’ ou simplesmente 'Mata-porcos’, apresentando diferentes tipos de propriedades
medicinais. E sendo amplamente utilizada no tratamento dos distarbios relacionados ao sistema
estomacal e intestinal.

As Aristolochias destacam-se principalmente por suas propriedades terapéuticas.
Contudo, o nome dessa planta origina-se de seu uso milenar como um facilitador do parto,
estimulante da atividade uterina, emenagogo ou mesmo pelo seu efeito toxico reconhecido, que
no passado foi regularmente empregada no uso de ser um abortivo. Os antigos arabes e gregos
referiam-se a ela como "Bom-parto” ou "Facilita-parto”, evidenciando sua utilidade na
medicina tradicional. No Brasil, os povos indigenas também reconheceram as virtudes curativas
deste género de plantas, embora, com respeito, as nomeassem "Anhangapotira”, que significa
"flor-do-diabo™ ou mesmo "flor-das-almas". Devido ao odor forte e desconforto de algumas
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espécies, os indigenas também as chamavam de "Urubu-cad", termo que traduzido significa
"erva-de-urubu" (Hoehne, 1942).

Devido ao seu extenso uso na medicina popular, as espécies da familia Aristolochiaceae,
despertaram um interesse cientifico significativo devido a sua toxicidade e composicao
quimica. Tradicionalmente, até a década de 1990, acreditava-se no seu real valor medicinal, e
essas plantas foram empregadas como agentes diuréticos e digestivos, para tratamento em
picadas ofidicas, entre diversos outros fins terapéuticos. Os diferentes tipos de espécies desse
género abrigam uma riqueza de mais de 688 compostos biologicamente ativos, incluindo
principalmente os &cidos aristoldquicos, alcaloides, flavonoides, lignanas, terpenoides e
quinolinas (Paulert; Zonetti; Rosset, 2017).

Ao ser amplamente utilizada pela medicina por mais de 2500 anos, as formula¢6es que
continha essas ervas, como o Pés de Portland, uma preparacdo britanica do século XVIII para
o0 tratamento da gota. Embora esse exemplo pareca peculiar, a analise do uso histérico das
espécies de Aristolochia demonstra a persisténcia da nefropatia por acido aristoloquico (AAN)
como uma condicdo iatrogénica ao longo do tempo. No entanto, foram obtidas evidéncias de
que os individuos que utilizavam os Pés de Portland podem ter ingerido quantidades toxicas de
acido aristoloquico (AA), um agente associado ao desenvolvimento de AAN e cancer. No
entanto, fatores como o uso prolongado, a laténcia dos efeitos adversos e a auséncia de
regulamentacéo eficaz foram determinantes para a manutencgdo desse tratamento ao longo dos
séculos (Tomlinson; Fernandes; Grollman, 2020).

De acordo com Kuo, Li e Wu (2012), as pesquisas farmacoldgicas e fitoquimicas
realizadas sobre as espécies do género Aristolochia revelaram a presenca de 164 compostos,
classificados em diversas categorias, incluindo &cidos e ésteres aristoloquicos, amidas,
aporfinas, aristolactamas, benzilisoquinolinas, benzenoides, cumarinas, éteres bifenilicos,
esteroides, flavonoides, isoquinolinas, protoberberinas, lignanas, terpenoides, tetralonas, entre
outros, com uma ampla gama de atividades fisiologicas.

De acordo com Hoehne (1942), as plantas desta familia contém oOleos essenciais
(eugenol, metileugenol, borneol, satrol, azuleno e pinema) extraidos nos rizomas de algumas
espécies, sem mensurar seus diferentes tipos de ceras. Da A. argentea, isolou-se fitosterina-
palmitato, e da A. sipho, obtém-se um dleo que solidifica a 25-30°C. Algumas espécies
apresentam principios amargos, como o "Asaron”. A "Aristoloquina”, substancia ativa das
raizes de A. cymbifera, A. brasiliensis e A. grandiflora, é amarelada, solivel em alcool e quase
insolivel em outros solventes. Também é conhecido como "AA" e pode estar associado a

compostos como "Aristina”, de onde se extraem outros acidos.
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Os AA demonstram um potencial papel inibitorio em relacéo ao veneno ofidico L-amino
oxidase acida (LAAO). Em virtude da notdria atividade genotoxica associada a este tipo de
acido, é possivel explorar para essa acdo fisioldgica de toxicidade, ao utilizar o derivado
artificial sem toxicidade que contém grupos cloro e hidroxila (Bhattacharjee et al., 2017).

Conforme pode ser verificado no estudo sobre a espécie A. baetica, que constitui um
membro de carater selvagem pertencente a esta familia, originario do territério marroquino,
cujas raizes foram utilizadas tradicionalmente contra a atividade cancerigena. O extrato aquoso
derivado das raizes desta espécie foi submetido a uma triagem fitoquimica qualitativa
preliminar, visando a identificacdo dos seus componentes subjacentes as suas atividades
bioldgicas. Esta avaliacdo revelou a presenca de alcaloides, flavonoides, polifendis, saponinas
e taninos (Bourhia et al., 2019).

No entanto, os isolados provenientes da A. moupinensis resultaram na obtencao de cinco
aristolactamicos, enquanto seis aristolactamicos e trés aristoloquicos foram isolados de A.
cathcartii ambos foram obtidos a partir da planta completa. Notavelmente, Aristolactama I,
Avristolactama All, Acido Aristoldquico A e Acido Aristoléquico Bl foram identificados em
ambas as espécies. Alcaloides do tipo aristolactdmico, juntamente com derivados de AA,
produziram uma distribuicdo abrangente em todas as espécies pertencentes a este género. E
digno de nota que o aristolactdmico € um nivel crucial na via biossintética para a formacéo do
AA. Além disso, os compostos aristoloquicos presentes nestas espécies apresentam uma
estrutura quimica distinta, sendo responsaveis pelas suas propriedades biologicas comuns
(Zhang et al., 2016).

De acordo com Das e Kumar (2018), o alcaloide ADG, presente na A. indica, possui
destacada importancia biol6gica devido a sua capacidade de se ligar a acidos nucleicos, sendo
apontado como um candidato promissor para aplicacbes farmacéuticas, especialmente em
terapias antineoplasicas. Esse composto estabelece complexos intercalativos com DNA,
promovendo a conversdo da conformacéo Z para a B e exibindo afinidade elevada com triplices
de DNA, embora desestabilize triplices de RNA. A interacdo com RNA reforga seu potencial
na criacdo de antivirais para doencas graves, como HIV e Hepatite C. Por ter uma maior
afinidade por DNA e RNA do que por proteinas, apresenta vantagens para o direcionamento
terapéutico a alvos especificos. Tais caracteristicas posicionam o ADG como um forte
candidato ao desenvolvimento de novos farmacos naturais voltados ao direcionamento de
acidos nucleicos.

De acordo com Heinrich et al. (2009), as espécies pertencentes ao género, tém sido

amplamente empregadas em contextos medicinais em varias regides do mundo, suscitando
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preocupacdes de ordem etnofarmacoldgica e de sade publica. Diante dessa situacéo, torna-se
essencial a implementacdo de uma andlise sistematica do teor de tolerdncia aos AA presente
nestas espécies, visando avaliar a potencialidade do risco associada as suas aplicacdes
terapéuticas. Consideravelmente na China e na Europa, a relacdo entre o tratamento com as
espécies de Aristolochia tem sido estabelecida, pela necessidade de investigar a ocorréncia de
patologias nefropéaticas em diferentes regides do mundo, primordialmente devido a relatos
descritos na india e na América Central, onde 0 seu uso é uma pratica comum na medicina
tradicional. Segundo Wang et al. (2018), apds a exposicao prolongada a A. manshuriensis Kom
no estudo in vivo realizado em modelo animal resultou em prejuizos na funcéo renal, alteracdes
hematoldgicas associadas a anemia e indugdo de tumores em varios tecidos, incluindo os

gastricos, subcutaneos, renais e vesicais.

2.4 Aristolochia nevesarmodiana

O Cerrado brasileiro é reconhecido como um hotspot de biodiversidade global. Muitas
espécies vegetais desse bioma sdo empregadas na alimentacdo e no tratamento de varias
doencas; contudo, o0 uso empirico ndo é suficiente para garantir sua seguranca. Entre uma ampla
diversidade de plantas de uso popular, destaca-se o género Aristolochia, que ocorre com
frequéncia nas regides Sul e Centro-Oeste do Brasil. A relevancia destas plantas para a pesquisa
advém de seu extenso historico na medicina popular, onde € utilizado no tratamento de varias
doencas. As suas folhas sdo o 6rgdo vegetal mais empregado, sendo comumente consumidas na
forma de ché, preparado por infusdo (Araujo, 2021).

A A. nevesarmodiana pertence a subsecdo Hexandrae dentro do género Aristolochia, e
apresenta caracteristicas peculiares pelo aspecto glabro da superficie externa das suas flores,
pelo limbo peltado e por ter uma base foliar truncada. O que pode ser constatado, é que possuli
uma distribuicdo geografica restrita a regido da Mata Atlantica, abrangendo os estados de S&o
Paulo e Rio de Janeiro (BFG, 2015).

A espécie Aristolochia nevesarmondiana Hoehne, descrita em 1925, foi registrada em
uma Floresta Estacional Semidecidual no Espirito Santo (Figuras 2 e 3). Trata-se de uma planta
herbacea, prostrada ou trepadeira, com ramos cilindricos e entrends de 1,2 a 5,5 cm. Suas folhas
deltoides apresentam face superior glabra, inferior pubérula, base truncada a subcordada e apice
agudo. As inflorescéncias sdo solitarias e sem brécteas. O perianto esverdeado possui listras
externas em tons de vinho, com flor tubular e limbo eliptico amarelado. O ginostémio € curto e

estipitado, e o fruto € uma capsula cilindrica e prostrada com sementes ovais. Conforme 0s
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critérios da IUCN (2010), esta espécie estd devidamente classificada como Em Perigo (EN),
devido a sua &rea de distribuicdo limitada (Freitas; Alves-Araujo, 2017).

Figura 2 — Viséo geral da Aristolochia nevesarmondiana.

Fonte: Peixoto, 2020.

Figura 3 — Viséo geral da Aristolochia nevesarmondiana.

Fonte: Freitas; Alves-Aradjo, 2017.
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2.5 ACIDOS ARISTOLOQUICOS

A Agéncia Internacional de Pesquisa sobre Cancer, vinculada a OMS, classificou 0 AA
como um carcindgeno de classe 1, equiparando-o a substancias como o amianto e a radiacéo
solar, em andlises realizadas em 2002 e 2010. No Reino Unido, o uso de Aristolochia passou a
ser restrito em 1997, com a Agéncia Reguladora de Medicamentos e Produtos de Salde
(MHRA) impondo uma proibicéo definitiva em 1999 para produtos contendo este composto.
Em 2002, os AA foram detectados em quatro produtos comercializados na medicina tradicional
chinesa. Em 2003 e 2004, novas apreensdes ocorreram, incluindo uma remessa de 90.000
comprimidos contendo a substancia desta planta (Krell; Stebbing, 2013).

O "AA", também conhecido como "Aristoloquina” (Cz2H22013), € uma substancia que
se caracteriza por seu sabor intensamente amargo e por suas propriedades acidas marcantes.
Sua toxicidade é superior a de "Aloina", com a qual apresenta algumas semelhancas. Essa
substancia foi isolada das sementes de A. clematitis e das raizes de A. rotunda, ambas espécies
comumente encontradas no sul da Europa. A "Aristoloquina” caracteriza-se por formar cristais
de cores amareladas, que adquirem cores alaranjadas quando formam blocos maiores. Eles
apresentam baixa solubilidade em &gua quente, mas dissolvem-se facilmente em solventes
como éter, cloroférmio, acetona e alcool. Em meio alcalino, permanecem dissolvidos, mas se
precipitam na presenca de diferentes tipos de acidos (Hoene, 1942).

Os AAs constituem uma classe de compostos quimicos derivados de acidos
nitrofenantreno carboxilicos, amplamente encontrados em varias plantas medicinais desta
familia. Essas substancias, ao serem utilizadas, apresentam um elevado potencial tdxico, sendo
associadas a serios efeitos adversos no organismo humano. Estudos demonstram que esta
substancia pode desencadear hepatotoxicidade irreversivel, comprometendo a funcéo hepatica
de forma permanente. Além disso, sua nefrotoxicidade, caracterizada por danos ao tecido renal,
frequentemente evolui para um quadro de insuficiéncia renal progressiva. No ambito
genotoxico, estes acidos sdo capazes de causar danos ao DNA, aumentando a predisposicao
para mutacfes que podem culminar em células neoplasicas malignas, fato que ressalta seu
potencial carcinogénico. Esses achados enfatizam a importancia de avaliar cuidadosamente o
uso de ervas contendo AAs em formulagGes terapéuticas, devido aos riscos significativos para
a saude (Zhang et al., 2022).

E relevante destacar, conforme sugerido por Sidorenko (2020), que o AA esté associado
a duas principais toxicidades: em casos de insuficiéncia renal crénica e na carcinogénese.

Estudos recentes tém levantado a hipotese de uma correlagédo entre o uso de Aristolochia e o
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desenvolvimento de diversos tipos de tumores em seres humanos.

De acordo com Krell e Stebbing (2013), o mecanismo pelo qual estas ervas induz a
oncogénese estd sendo progressivamente elucidado conforme as figuras 4 e 5. Ap06s sua
absorcdo no trato gastrointestinal, esta substancia passa por transformacdes quimicas que
resultam na formacgédo de um composto eletrofilico capaz de se ligar ao DNA, gerando adutos
especificos. Esses adutos foram identificados em modelos animais expostos a Aristolochia, bem
como em pacientes com nefropatia associada ao AA e em individuos com cancer do trato
urinario superior vinculado a tratamentos com esta espécie de planta. A formacéo desses adutos
provoca mutagdes no DNA, o que pode alterar genes como RAS e P53, favorecendo a alteragéo

celular neoplasica.

Figura 4 — Estrutura quimica dos &cidos aristoléquicos AAl e AAIL.
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Fonte: Paulert, Zonetti e Rosset, 2017.

Figura 5 — Formagao de adutos de DNA com bases puricas (adenina e guanina) por &cido aristoléquico | e I
isolados de espécies de Aristolochia.
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O AA ¢é um pré-carcindgeno que necessita de nitrorreducédo para gerar adutos AL-DNA.
As células de mamiferos possuem um conjunto de enzimas capazes de realizar essa
nitrorreducdo, com diversas delas demonstrando a capacidade de sua bioativacao. Entre essas
enzimas, destacam-se varios citocromos P450, a NAD(P)H desidrogenase, a xantina
desidrogenase, a prostaglandina-endoperédxido sintase 2 e a citocromo P450 oxidorredutase
(Stiborova et al., 2014; Rosenquist; Grollman, 2016). As sulfotransferases de mamiferos
(SULTs) tém a capacidade de catalisar a sulfatacdo da N-hidroxiaristolactama, um
intermediério no processo de reducdo do AA. Esse processo resulta na formacdo de um éster
sulfoniloxiéster, o qual, em condicGes fisiolégicas, perde o grupo sulfonil, gerando
intermediarios altamente reativos que formam adutos com o DNA. Em contraste, a N-
hidroxiaristolactama apresenta uma interacdo limitada com o DNA. As isoformas de
sulfotransferases humanas SULT1A e SULT1B1 estdo implicadas no metabolismo de fase Il
dessa substancia (Sidorenko Et al., 2014; Rosenquist; Grollman, 2016).

Embora muitas espécies desta familia tenham sido proibidas para uso medicinal em
diversos paises, seu consumo popular continua em algumas regifes da Asia. Além disso, em
nacdes ocidentais, os produtos utilizados amplamente na medicina tradicional chinesa (TCM),
contendo essas substancias ainda sdo adquiridos de fontes ndo regulamentadas, representando
um risco extremamente significativo a salde publica. A "histéria da Aristolochia"”, o qual
estudos comprovaram que 0 uso crbnico desta espécie de planta em diferentes tipos de
tratamentos causou quadros clinicos de nefropatias. Desta forma, destaca o equivoco de que
substancias naturais sdo sempre seguras, uma ideia amplamente difundida pela midia e por
certos grupos. Este cenario sublinha os perigos dessa concepcao e reforca a responsabilidade de
profissionais da saude, produtores e jornalistas em desmistificar tais crencas, as quais ja podem

ter contribuido para causar diferentes patologias e a morte de muitas pessoas (Ernst, 2012).

2.6 Batus polydamas

A espécie de borboleta B. polydamas faz parte da ordem Lepidoptera, classificada na
familia das Papilionidae, sub-familia Papilioninae e tribo Troidini (Scalco, 2014). A B.
polydamas polydamas (Linnaeus, 1758) possui uma distribuicdo geografica que caracteriza-se
por ser amplamente recorrente nas Américas, desde a Argentina ao sul do Texas no Territdrio
dos Estados Unidos até as Antilhas, incluindo também o Brasil, onde é encontrada na Caatinga

e na Mata Atlantica (Aléssio, 2019). Sendo identificada primordialmente na regido Neotropical
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(Zevieski, 2021), e por todo o continente americano, desde o nivel do mar até altitudes de 1300
metros (Tyler; Brown; Wilson, 1995).

Por ter uma distribuicdo considerada cosmopolita, inclui cerca de 551 espécies de
borboletas (Hauser et al., 2005). Conhecida popularmente como “Borda-de-ouro”, habita areas
de borda e regides abertas, incluindo florestas em estagios de perturbacgéo, pracas com cobertura
vegetal nativa e flores de jardins urbanos. Em suma, apresenta um ciclo de vida livre e passa
por metamorfose completa, compreendendo as fases de ovo, lagarta, pupa e adulto (Zevieski,
2021).

Reconhecida como um grupo monofilético, a tribo Troidini destaca-se pela morfologia
uniforme de suas larvas e pupas (Miller, 1987). As larvas possuem uma caracteristica
sinapomorfica, 0 osmetério, uma estrutura eversivel localizada na cabeca dos individuos
imaturos, que é ativada como mecanismo de defesa (Reed; Sperling, 2006). As borboletas
adultas dessa tribo sdo lentas no voo e exibem marcas vermelhas ou amarelas em suas asas e
corpos (Brown; Damman; Feeny, 1981).

Os adultos desta espécie se distinguem de outras devido possuirem corpo de coloracao
negra, com asas que variam de 43 a 47 mm, apresentando manchas submarginais amarelas na
superficie dorsal. As androconias, de tom palido, localizam-se na margem interna das asas
posteriores (NUfiez Bustos, 2010), as quais, apresenta pontos amarelo-esverdeados nas margens
das asas anteriores e posteriores, nao exibindo dimorfismo sexual (Racheli, 1992). As fémeas
depositam seus ovos usualmente no apice dos novos ramos das plantas hospedeiras (Morais;
Brown, 1991). Conforme descrito por Brown, Damman e Feeny (1981), as larvas gregarias
apresentam cores variando do amarelo ao marrom, com manchas vermelho-escuras ou bege,
podendo também exibir marcas estriadas mais claras ou escuras nos estagios finais. As pupas,
por sua vez, possuem coloracdo verde ou marrom claro, com uma forma convexa na regido
dorsal. Em temperaturas baixas, especialmente no inverno, pode ocorrer diapausa (Racheli,
1992).

Segundo Zevieski (2021), passam por cinco estagios de desenvolvimento mais
conhecidos como instares, com dimens6es que variam de 0,32 cm no primeiro instar a 4,82 cm
no quinto. No primeiro estagio, apresentam cabeca de cor preta e corpo marrom. No segundo
estagio, desenvolvem pequenos tubérculos alaranjados nas regides dorsal e lateral. Nos trés
ultimos estagios, as larvas exibem cores que variam do bordd escuro ao marrom-avermelhado,
podendo ou n&o apresentar listras escuras ao longo do corpo, sendo essa variacdo de coloragéo
a principal caracteristica que distingue os diferentes estagios de desenvolvimento.

A espécie B. polydamas (Linnaeus, 1758) é um inseto especializado fitofago, cujas
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larvas consomem exclusivamente diversas espécies do género Aristolochia. Seus ovos,
esféricos e de coloragdo amarela, medem cerca de 1 mm e sdo depositados em grupos de 3 a 14,
alinhados em um unico plano. As larvas permanecem nesta fase por cerca de 14 dias antes de
se tornarem pupas. Machos e fémeas adultos possuem aparéncia similar, e o ciclo de vida
completo, em condicdes controladas de laboratorio, que dura entre 29 e 38 dias (Aléssio, 2019).
No entanto, A B. polydamas archidamas (Boisduval, 1836), a Unica espécie da familia
Papilionidae encontrada no Chile, distingue-se por suas larvas, que se alimentam unicamente
de plantas do mesmo género, reconhecidas por sua alta toxicidade, das quais extraem ao realizar
0 sequestro das suas toxinas (Palma-Onetto; Parra; Gonzélez-Teuber, 2020).

Diversas espécies de borboletas aposematicas e mariposas de habitos diurnos acumulam
compostos indigestos ou toxicos provenientes de suas plantas hospedeiras, em vez de
sintetizarem diretamente suas préprias substancias de defesa. Apesar da variedade expressiva
em suas trajetdrias de vida, essas espécies compartilham certas caracteristicas comuns quanto
ao uso de metabolitos secundarios vegetais, que Ihes proporcionam uma protecdo eficaz contra
predadores. Notadamente, a presenca destes compostos fitoquimicos, 0s quais podem ter
influenciado a evolucdo de estratégias sequestrantes amplamente disseminadas entre 0s
lepiddpteros (Nishida, 2002).

A preparacgdo tradicional "Chiniy-tref" (CT) é amplamente utilizada pela medicina
popular na llha da Martinica, nas indias Ocidentais Francesas, e atualmente é consumida
principalmente por via oral para prevenir ou combater popularmente o que é conhecido como
"manifestacbes do mal". Este preparado é comumente produzido de maneira simples, através
da maceracdo de larvas da borboleta endémica B. polydamas (ssp.) cebriones (Dalman, 1823)
em rum comercial, ocasionalmente acompanhadas por uma folha de sua planta hospedeira, a
Aristolochia (Riffault-Valois et al., 2019).

No entanto, diversas espécies de borboletas pertencentes a tribo Troidini (Figuras 6, 7 e
8) estdo listadas na Lista Brasileira de Animais em Extin¢cdo (Machado; Drummond; Paglia,
2008), o que se deve em parte a sua dependéncia de habitats preservados ou semi-preservados,
sendo comumente encontradas nas bordas ou no interior de florestas imidas e nas proximidades

de corpos d’agua, como em corregos (Nuiiez Bustos, 2010).
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Legenda: De 1-4. B. polydamas archidamas.‘(I) Ovos na folha de A. chilensis, (2) Larvas recém-eclodidas
(primeiro instar). (3) Larva completamente desenvolvida (quinto instar). (4) Quinto instar em corte sagital,

expondo seu tubo digestivo e glandulas labiais. Abreviagfes: g, intestino; Ig, glandula labial; r, reto; tt, troncos
traqueais. Fonte: Palma-Onetto, 2020.

v_Figura 7 — Individuo da tribo Troidini (género Battus

Notas: Individuo da tribo Troidini (género Battus) predando A. hypoglauca no ramo (a) e folhas (b).
Fonte: Joelcio Freitas e Anderson Alves-Aradjo, 2017.

Figura 8 — Borboleta Battus polydamas

Fonte: Sharp, 2014.
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2.7 BIOTRANSFORMAGCAO E BIOCONVERSAO

A biotransformacéo se estabelece como uma técnica eficaz e ecologicamente viavel para
promover modificacdes em compostos naturais complexos. Ao longo das duas ultimas décadas,
tem sido empregada uma variedade de abordagens para alterar as estruturas de diferentes tipos
de produtos naturais bioativos (Zhou et al., 2022). A etapa especifica do "metabolismo"
conhecida como biotransformacdo envolve a conversdo de uma substancia quimica em outra
por um sistema biotico, geralmente mediado por enzimas. Os sistemas bioldgicos possuem
diversos mecanismos para metabolizar e desintoxicar xenobioticos (Hansen; Shane, 1994).

Em geral, o processo de biotransformacdo apresenta uma alternativa eficaz para a
producdo de compostos que ndo podem ser sintetizados por métodos quimicos tradicionais,
utilizando reacGes altamente especificas e direcionadas ao realizar de forma geral a
estereosseletividade para se obter a configuracdo estereoisomérica desejada. Mais
significativamente, essas reac0es oferecem a oportunidade de gerar grandes quantidades de
substancias "semelhantes aos naturais” (biodegradavel) gerada a partir de matérias-primas, o
que se torna crucial diante da crescente demanda dos consumidores por "produtos naturais™
(Collins; Kennedy, 1999).

Em suma, bioconversdo refere-se aos processos nos quais microrganismos, enzimas
isoladas ou células vegetais sdo empregados para transformar uma molécula precursora,
geralmente um xenobiotico, em um produto com alto valor agregado. A biotransformacéo
envolve um namero reduzido de reacdes, geralmente apenas uma ou algumas, resultando em
um produto cuja estrutura quimica é semelhante ou relacionada a do substrato original, algo que
ndo ocorre na fermentacdo. Nesse processo, a molécula a ser transformada é introduzida em um
sistema biologico ja estabelecido (Figura 9), e o produto obtido frequentemente possui um valor

agregado que justifica a aplicacdo da sua conversao bioldgica (Ferrara; Siani; Bon, 2017).

Figura 9 — Representagdo esquematica do processo de bioconversao.

Micro-organismo, célula

- vegetal ou enzima isolada
Molécula : N Produto de alto valor
precursora v agregado
Produto natural ou de sintese Maior atividade bioldgica, menor
(xenobiético) toxicidade etc.

Fonte: Ferrara, Siani e Bon, 2017.
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Quando observado o contexto metabolico em geral, aléem de desempenhar fungdes como
a conversao de alimentos em energia, a biossintese de componentes celulares e a eliminacao de
residuos nitrogenados, também se inclui a biotransformacao de substancias quimicas estranhas,
conhecidas como xenobidticos. Essa biotransformacéo ocorre através de uma série de processos
catalisados por enzimas, os quais modificam as propriedades fisico-quimicas destas
substancias. Como resultado, tais compostos tornam-se mais acessiveis as células, apresentam
maior absorcao através das membranas biologicas e sdo eliminadas por vias como urina ou bile,
sendo frequentemente conjugadas para aumentar sua hidrofilicidade e/ou peso molecular. As
enzimas responsaveis por essa biotransformacdo de xenobidticos sdo comumente referidas
como enzimas metabolizadoras de farmacos (Saghir; Ansari; Munir, 2022).

No processo de biotransformacdo as monooxigenases microssomais sdo sistemas
enzimaticos versateis que tém a capacidade de oxidar esteroides enddgenos, lipidios,
prostaglandinas e xenobidticos. Sistemas enzimaticos enddgenos frequentemente transferem
grupos de conjugacdo, ativando tanto o agente de conjugacdo quanto o xenobiotico para estagios
de alta energia. Enzimas dessa natureza medeiam a conjugacdo de substratos como alcoois,
arilaminas, esteroides, fendis e sais biliares. O rearranjo do epoxido resulta na formacéo de
cloroetanol, que se conjuga posteriormente com a glutationa. Na biotransformacdo de
xenobioticos, a acilacdo envolve a ativacao do acetato, que € transferida para uma amina, ou a
ativagdo direta de um xenobidtico para um acido, permitindo uma conjugagao posterior com
um aminoacido enddgeno. Além disso, as O-metiltransferases, N-metiltransferases e tiol S-
metiltransferases também desempenham um papel significativo a este processo (Hansen; Shane,
1994).

Certos insetos realizam modificacGes bioguimicas em parte dos compostos quimicos
gue sequestram antes de armazena-los. No caso das borboletas monarca, alguns cardenolideos
(CGs) de menor polaridade presentes nas plantas hospedeiras sao convertidos em andlogos mais
polares, como a transformacao de usaridina em calotropina ou calactina, através de processos
enzimaticos especificos (Marty; Krieger, 1984; Groeneveld et al., 1990; Nishida, 2002).

Devido aos AAs constituirem uma classe de acidos nitrofenantreno carboxilicos
encontrados em diversas plantas do género Aristolochia, sendo amplamente conhecidos por
induzir efeitos toxicos irreversiveis no figado, nos rins, além de apresentarem potencial
genotoxico e carcinogénico (Zhang et al., 2022). Neste contexto, a biotransformacéo pode
auxiliar a sua utilizacdo por resultar na diminuicdo, auséncia de alteracdo ou aumento de
constituintes da sua atividade farmacoldgica (Hansen; Shane, 1994).

Em relacdo a diversos xenobioticos, a toxicidade esta relacionada com o composto
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original, e a biotransformagéo desempenha um papel de desintoxicacao; entretanto, em algumas
situacdes, a biotransformacdo pode converter certos xenobidticos em metabdlitos reativos
eletrofilicos, levando a formacéo de ligacfes covalentes mutagénicas/carcinogénicas entre esses
metabolitos eletrofilicos e proteinas/DNA (Hansen; Shane, 1994).

De acordo com Nogueira et al. (2021), os extratos foliares de A. triangularis e A. gibertii
mostraram-se citotoxicos em uma linhagem de fibroblastos humanos nas células GM07492,
mas extratos das fezes das larvas de B. polydamas, que consumiram essas folhas, foram inativos.
A Dbioconversdo demonstrou-se eficaz na detoxificacdo das folhas de aristoloquiaceas,
renovando o interesse farmacoldgico nestas espécies de plantas. A reducdo da toxicidade apos
a digestdo pelas larvas também sugere que esses insetos possuem estratégias para contornar as
defesas quimicas de suas plantas hospedeiras.

No processo de bioconversao das espécies A. esperanzae, A. gibertii e A. rigens pelas
larvas de B. polydamas resultou na formacgédo de 21 compostos, com destaque para lignanas e
diterpenos. Essa abordagem demonstrou eficiéncia na diminuicdo da toxicidade, no aumento do
potencial antioxidante e na reducdo das atividades hemolitica e citotdxica, apontando um
método vidvel e promissor para a obtencdo de substancias mais seguras (Do Prado
Schneidewind et al., 2024).

2.8 CANCER

A American Cancer Society estima 2 milhGes de novos casos de cancer e 611 mil mortes
nos EUA em 2024. Embora a mortalidade tenha caido até 2021, evitando 4 milhGes de mortes
desde 1991, alguns tipos de neoplasias estdo aumentando, especialmente entre jovens adultos
(Siegel; Giaquinto; Jemal, 2024). Essa é uma enfermidade com a segunda principal causa de
morte global e devera se tornar mais prevalente, especialmente em casos metastaticos. Embora
0s tumores tenham caracteristicas que favorecem sua sobrevivéncia e proliferacéo, as diferencas
gendmicas que definem clones metastaticos ainda sdo pouco compreendidas, sem padrbes
mutacionais preditivos da metastase (Kiri e Ryba, 2024).

O cancer é compreendido como um conjunto de patologias que afetam o organismo em
diferentes niveis de organizacéo bioldgica. Essas doencas podem ser desencadeadas por fatores
intrinsecos, relacionados ao proprio organismo, ou por elementos externos. Em termos gerais,
esta neoplasia resulta de uma alteracdo genética em uma ou mais células, que passa a induzir
seu comportamento descontrolado. Esse crescimento exacerbado compromete o funcionamento

normal dos tecidos e 6rgaos, podendo, em casos extremos, levar ao 6bito (Costa-Lotufo, 2010).
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Notoriamente, um estudo buscou indicar que a formacdo de células cancerigenas pode estar
associada a exposicdo a diversos compostos presentes no cotidiano, abrangendo contextos
ambientais, alimentares, medicinais e sociais (Prado, 2014).

No entanto, por ser uma classe abrangente de enfermidades que pode ter origem em
praticamente todos os tecidos ou 6rgdos, caracterizada pelo crescimento desordenado de células
aberrantes, as quais excedem os limites espaciais predefinidos, infiltrando-se em outras regides
do corpo e/ou disseminando-se para 6rgédos distantes. Este fendbmeno culmina na metéstase, que
é responsavel pela maior parcela das fatalidades relacionadas a este tipo de doenga. Além disso,
termos como as neoplasias e tumor maligno sdo usados como sindnimos para se referir a esta
doenca (World Health Organization, 2022a).

Em suma, o levantamento estimado desta enfermidade relata um contingente de 9,6
milhGes de 6bitos, correspondendo a uma proporcao de 1 em cada 6 mortes no ano de 2018.
Configurando-se como uma patologia caracterizada por ter uma evolugdo continua, causando
um quadro consideravelmente perturbador de ordem emocional, fisica, financeira aos
individuos com diagnostico, nucleos familiares, comunidades e estruturas de saude. A realidade
de muitos sistemas de salde situados em nacdes de renda baixa é de testemunhal evidencia sua
limitacdo obrigatoria para a gestdo dessas demandas, realizada na manutencdo para o0 acesso de
um grande contingente de pacientes aos diagnosticos precisos e a tratamentos de alta qualidade
em um prazo devidamente oportuno. Em contrapartida, quando observamos os estudos de dados
nos paises desenvolvidos dotados dos sistemas de satde mais resilientes, tém-se observado um
aumento nas taxas de sobrevida em relacdo a diversas categorias das neoplasias. Esse progresso
é atribuivel a implementacdo de medidas de deteccdo precoce, a aplicacdo de terapias de alta
qualidade e a expansdo das medidas de atendimento integral (World Health Organization,
2022D).

A formacdo e a progressao de células cancerigenas podem ser impulsionadas por
disfungdes na atividade dos fatores de sua transcri¢do, que pode resultar em uma expressao
génica aberrante (Hasan et al., 2024). A complexidade do tumor é atribuida a heterogeneidade
intratumoral e a plasticidade celular, que representam desafios significativos para o seu
tratamento efetivo. A diversidade entre as células oncogénicas influencia diretamente a
progressao, a disseminacdo e a resisténcia aos tratamentos. A plasticidade celular, entendida
como a habilidade das células neoplasicas de modificar sua identidade em resposta a alteracfes
ambientais e genéticas, desempenha um papel crucial na sua persisténcia e evolucéo. Essa
capacidade adaptativa favorece a heterogeneidade tumoral, afetando o curso da doenca e a

eficacia das abordagens terapéuticas (Cordani et al., 2024).
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O melanoma cutaneo é uma forma de cancer de pele altamente agressiva, originada nos
melandcitos da epiderme, e esta relacionado a taxas elevadas de mortalidade e morbidade
(Zhang; Ostrowski; Fisher, 2024). Do ponto de vista citologico, a sua especificidade de ser um
tumor maligno é caracterizado por uma membrana nuclear espessa e irregular, além da presenca
de nacleos proeminentes (Pavri et al., 2016).

Sendo uma neoplasia altamente agressiva ao constituir a principal causa de obitos entre
as malignidades dérmicas. Nos ultimos anos, a incidéncia dessa condicdo tem apresentado um
aumento continuo. Embora o melanoma primario se desenvolva predominantemente na pele,
também pode surgir, de maneira menos frequente, em outras regiées, como na 6rbita ocular e
nas mucosas (Faria; Amaria; Patnana, 2023), as manifestacfes primarias extracutaneas podem
ocorrer também em sitios como os gastrointestinais, geniturinarios, leptomeningeos e linfaticos
(Ahmed; Qadir; Ghafoor, 2020). Uma parte consideravel nestes casos se desenvolve a partir de
lesbes precursoras, que sdo proliferacdes clonais benignas de melandcitos, conhecidas como
nevos conforme mostra a figura 10. Mutacdes oncogénicas semelhantes sdo observadas tanto
em nevos benignos quanto em melanomas, sugerindo uma possivel relagdo molecular entre

essas lesdes e o seu desenvolvimento (Zhang; Ostrowski; Fisher, 2024).

Figura 10 — Nevos

Fonte: Zhang, Ostrowski e Fisher, 2024.

O melanoma é reconhecido como o tipo mais grave de cancer de pele. No Brasil, o

Instituto Nacional de Cancer (INCA) estimou 8.980 novos casos da doenga em 2023 (Governo
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do Estado de S&o Paulo, 2024). Estudos indicam que as mortes por melanoma no pais podem
aumentar 80% até 2040, passando de 2.624 para 4.731 casos anuais (TJCC, 2023).
Globalmente, a previsdo é de mais de 35 milhdes de novos casos deste tipo de neoplasia em
2050, um aumento de 77% em relacdo aos 20 milhGes estimados em 2022 (WHO, 2024).
Classificado como o quinto tipo de neoplasia mais prevalente entre os homens e o0 sexto entre
as mulheres (Ahmed; Qadir; Ghafoor, 2020).

Diversos fatores clinicos podem auxiliar na identificacdo de pacientes com maior risco
de desenvolver o melanoma, como o histérico de exposicdo solar, o fototipo da pele,
antecedentes familiares ou pessoais de melanoma, além da presenca de nevos, sejam adquiridos
ou congénitos. Embora a conex&o entre 0 melanoma e a radiacao ultravioleta (UV) ainda néo
esteja completamente esclarecida, hd uma associacao evidente entre o desenvolvimento desta
doenca e episodios de queimaduras solares com formacdo de bolhas, especialmente na infancia
(Elwood; Jopson, 1997).

No entanto, embora seja um fator desencadeador a intensidade e duragdo da exposicéo
solar ao longo da vida, caracteristicas fenotipicas especificas desempenham um papel crucial
na avaliacdo do risco para este tipo de patologia. A coloracéo dos cabelos e dos olhos reflete o
grau de pigmentacdo cutanea, fator que influencia a capacidade de defesa da pele contra os
danos solares. Individuos com cabelos ruivos ou loiros e olhos claros, como os azuis,
apresentam maior susceptibilidade ao melanoma em relacdo aqueles com coloracao capilar e
ocular mais escura (D’arcy; Holman; Armstrong, 1984; Ammirati; Hruza, 2005). A
predisposicdo ao desenvolvimento de sardas também esta associada ao risco aumentado de
melanoma, possivelmente indicando uma resposta insuficiente da pele a exposi¢édo solar e uma
menor tolerancia aos danos causados pela radiacdo UV (Marks, 1995; Ammirati; Hruza, 2005).

O melanoma, é uma neoplasia cutanea originada das células pigmentares, tem sido
objeto de investigacdo abrangente, em especial no contexto da resposta imune frente aos
tumores, e tem servido como paradigma no desenvolvimento de novas abordagens
imunoterapéuticas. Tal destaque decorre, em parte, da elevada carga mutacional observada
neste disturbio celular, a qual amplia tanto sua imunogenicidade quanto a infiltracdo de células
do sistema imunoldgico nos sitios neoplasicos, comparativamente a outros tipos de cancer. A
resposta imunologica aos melanomas engloba um intrincado conjunto de componentes de
acordo com a figura 11. A medida que a neoplasia progride, acumula uma série crescente de
alteracOes genéticas e epigenéticas, algumas com as quais indicaram a imunogenicidade das

células oncogénicas e o processo de infiltracdo destas células imunes (Kalaora et al., 2022).
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Figura 11 — Melanomas com assimetria caracteristica, irregularidade de bordas, variagdo de cor e
grande didmetro.

Fonte: ABBASI et al, 2004.

A interacdo complexa e intensamente sensivel entre a exposicdo a radiacdo UV e a
génese do melanoma traz consigo uma dinamica intrincada, sendo que a exposi¢do solar
intermitente emerge como um elemento exacerbador notério no aumento do risco de sua
ocorréncia. Caracteristicas arquitetdnicas distintivas deste tipo de cancer maligno
compreendem assimetria, densidade notoria celular, padrdes de crescimento confluentes e a
delimitacdo circunscrita completa. Quanto a caracteristica citolégica desta neoplasia, observa-
se a presenca de membranas energéticas espessas e irregulares, combinadas a nucléolos
proeminentes. Abordagens preventivas incluem a mitigacao da exposicéo a luz solar bem como
a radiacdo UV (Ahmed; Qadir; Ghafoor, 2020).

O melanoma cutaneo é uma neoplasia originada a partir dos melandcitos dérmicos,
caracterizando-se por sua significativa propenséao a disseminacao metastatica. A era da genética
molecular e da aplicagdo da técnica de sequenciamento de proxima geracdo tém elucidado o
protagonismo das espécies oncogénicas, um exemplo da variante BRAFV600E, em numerosos
casos, conferindo validade ao papel das linhagens induzidas por radiagdo UV na instauracdo do



47

processo melanomatoso. Além disso, essa abordagem tem propiciado a identificacdo de
diversos eventos moleculares subjacentes ao seu desenvolvimento. Alguns estudos clinicos vém
buscando novos tratamentos mais eficazes para exercer um diferencial a obter melhores
resultados terapéuticos, proporcionando aumento substancial nas taxas de remissdo em casos
do melanoma metastatico (Ostrowski; Fisher, 2021).

Contudo, deve ser observado que a progressao das células oncoldgicas também propicia
a instauracdo de um periodo de resisténcia que, por conseguinte, culminam no escape
imunolodgico tumoral. A compreensdo imune entre as células que compdem essa neoplasia e 0
sistema imunoldgico, bem como das altera¢cdes em evolugdo constante que ocorrem no ambito
destas linhagens celulares malignas, no sistema imunol6gico e no microambiente, emerge como
elemento essencial para o delineamento de novas abordagens aos tratamentos antioncogénicos.
No entanto, estudos recentes sugerem que fatores extrinsecos adicionais, como 0 microbioma,
podem desempenhar um papel relevante na modulacao da resposta imunoldgica aos melanomas
(Kalaora et al., 2022).

Apbs o diagndstico inicial, sdo realizados exames para determinar se as células tumorais
se espalharam para outras areas do corpo, um processo conhecido como estadiamento, que visa
estabelecer o estagio da doenca (0-1V), desta forma, nortear a abordagem do planejamento
terapéutico. Este processo envolve uma avaliagdo clinica detalhada, que inclui o exame fisico
para verificar sinais gerais de satde, historico de habitos de vida, condi¢cdes médicas anteriores,
analise dos sintomas especificos da doenca e os tratamentos prévios. Além disso, é realizado
um mapeamento dos linfonodos, incluindo a bidpsia do linfonodo sentinela, e exames de
imagem, como tomografia computadorizada do tronco, tomografia por emissdo de pésitrons
(PET scan), ou mesmo através da ressonancia magnética nuclear. Os resultados dessas
investigacOes sdo combinados com os achados da bidpsia neoplasica para determinar o estagio
preciso do melanoma (NCI), 2024).

O estagio 0 é denominado melanoma in situ, caracterizado pela presenca de melanécitos
anormais limitados a epiderme, com potencial em evolugao para um cancer invasivo, que pode
se disseminar para os tecidos adjacentes. Os estagios | e Il sdo subdivididos com base no
tamanho do tumor e/ou na presenca de ulceracdo (Figuras la e Ib). No estégio 11, a caracteristica
oncologica pode apresentar qualquer espessura, com ou sem ulceracéo, e envolver um ou mais
ganglios linfaticos. Ja no estagio 1V, o cancer se espalhou para outras areas do corpo, Como nos
0ss0s, linfonodos, figado, intestino delgado, pulmdes e cérebro (Figuras lla, l1b e lic), conforme
a figura 12 (Winlsow, 2023).



48

Figura 12 — Estagios 0, | e 1l do melanoma
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Fonte: Adapatado de Winlsow, 2023.

O diagnostico para 0 melanoma deve ser realizado por meio de uma avaliacdo clinica
detalhada das lesbes pigmentadas, feita por profissionais de salde especializados nesta area.
Entre as caracteristicas morfoldgicas indicativas de malignidade, destacam-se a assimetria, 0
crescimento conflituoso, a alta celularidade e a borda mal definida. Contudo, o protocolo para
o tratamento e 0 acompanhamento do paciente acometido por esta doenca pode variar segundo
0 estagio da neoplasia e a manifestacdo primaria. Sendo frequentemente tratado por meio de
uma abordagem terapéutica convencional que engloba procedimentos como a bioquimioterapia,
a implementacgdo de terapias imunomoduladoras, pelo uso da interleucina 2 (IL-2), além da
terapia génica (Ahmed; Qadir; Ghafoor, 2020), e o tratamento cirurgico por bidpsia excisional
(Pavri et al., 2016).

Atualmente, a imunoterapia ¢ considerada o “padrao-ouro” no manejo do melanoma.
Agentes anti-PD-1, como nivolumabe e pembrolizumabe, sédo aprovados para o tratamento
adjuvante de pacientes com melanoma que apresentam envolvimento linfonodal e que foram
submetidos a resseccdo completa da doenca. Estudos recentes confirmam a eficacia da
imunoterapia adjuvante no melanoma, reforcando seu papel central no tratamento dessa

neoplasia (Congresso ESMO, 2024). Em termos preventivos, destaca-se primordialmente a
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relacdo para a necessidade de uma reducdo na exposi¢do a radiacdo UV e a luz solar. A
identificacdo precoce das células cancerigenas cutineas acarreta consideravelmente para a
reducdo da mortalidade e na morbidade dos pacientes a curto e longo prazo (Ahmed; Qadir;
Ghafoor, 2020).

2.9 TOXICIDADE

As pesquisas voltadas a toxicidade aguda s@o conduzidas para avaliar o risco de novas
substancias em causar prejuizos a salde humana, seja por exposicdo direta ou indireta. Esses
estudos sdao amplamente reconhecidos como procedimentos-padrdo na andlise toxicoldgica,
sendo, em sua maioria, realizados com roedores (Valadares, 2007; OECD, 2022).

Desde 0 ano de 1992, a OECD adotou o Teste de Dose Fixa (FDP) (OECD 420) como
alternativa ao protocolo anterior (OECD 401). Diferente do guideline 401, o FDP visava
principalmente avaliar a toxicidade em vez de focar na mortalidade, embora naquela época ndo
tenha ocorrido uma substituicdo definitiva. No entanto, em 1996, foi introduzido o Método de
Toxicidade Aguda de Classe (ATC), representado pela diretriz OECD 423, oferecendo uma
segunda alternativa ao guideline 401. Em suma, apesar da reducdo do uso de animais, 0 objetivo
final do ATC ainda era a avaliacdo da mortalidade em resposta a exposicao a substancias. Mas
que somente em 1998 surgiu o Teste "Up and Down" (UDP), incorporado na diretriz OECD
425, com a finalidade de avaliar sinais de toxicidade, definir uma relacéo entre a dose-resposta
e conseguir estimar a DLso (VValadares, 2007).

Os ensaios classificam as amostras avaliadas com base nos parametros toxicoldgicos
observados nos resultados e nos critérios (Tabela 1) do Sistema Globalmente Harmonizado
(GHS) (ANVISA, 2013). Esse processo nao apenas auxilia na identificacdo do potencial toxico
em drgdos especificos, como também permite a estimativa de letalidade e a definicao dos perfis
toxicocinéticos e da relacdo dose-resposta da substancia administrada, em uma ou mais doses,
em um intervalo inferior a 24 horas. Apés a administracdo, 0s animais permanecem sob
observagdo por 14 dias consecutivos (Purchase et al., 1998; Valadares, 2007; ANVISA, 2013).

Contudo, ao ser analisada extensas discussdes acerca do teste de DLsg, que determina a
dose letal capaz de causar a morte de 50% dos animais em estudos experimentais, varias
modifica¢fes foram implementadas nas diretrizes 420, 423 e 425. Essas diretrizes atualmente
orientam os ensaios de toxicidade aguda e sdo fundamentais para a identificacdo do perfil toxico
de novas substancias, bem como para se obter uma estimativa mais precisa da DLso (ANVISA,
2013; OECD, 2022).
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Desta forma, conforme indicado na Tabela 2, o teste de Doses Fixas (OECD 420), o
Método de Classificagdo de Toxicidade Oral Aguda (OECD 423) e o método "UDP" (OECD
425) foram recomendados e incorporados para a avaliacdo toxicoldgica de substancias. Embora
cada um apresente uma metodologia distinta, os trés métodos possuem objetivos similares. A
selecdo do metodo apropriado deve estar fundamentada em evidéncias cientificas e alinhada as
diretrizes dos 6rgdos reguladores voltados a area da pesquisa e a analises amplamente criteriosas
(Creton et al., 2010; ANVISA, 2013).

Tabela 2 — Classificacdo de substancias baseado em critérios do Sistema Globalmente Harmonizado de
Classificacdo dos produtos quimicos ap6s o teste de toxicidade oral aguda.

Toxicidade Extrema Alta Moderada Pouca Improvavel
1 2 3 4 5

Categoria

Dose em mg/kg <5 >5-50 >50-300 >300-2000 >2000-5000

Fonte: ANVISA, 2013.

A determinacdo da toxicidade visa avaliar o potencial de novas substancias e produtos
em causar danos a satde devido ao seu uso. Testes que investigam a toxicidade sistémica aguda
sdo empregados para classificar corretamente estes compostos, conforme estipulado pela
legislacdo, com base em seu real potencial a causar um quadro de toxicidade, ou mesmo até a
letalidade. Além de possibilitar realizar uma avaliacdo de letalidade, nos estudos de toxicidade
aguda sistémica investigam outros parametros, tais como a analise da toxicocinética, relacdo
dose-resposta e a identificacdo do potencial tdxico em 6rgéos especificos. Ademais, a avaliacao
da toxicidade aguda pode fornecer informacdes relevantes adicionais fundamentais, como a
comparacédo da toxicidade entre substancias da mesma classe ou subprodutos, determinacéao de
doses para estudos posteriores de toxicidade, as indicacdes sobre 0 mecanismo de acéo toxica,
previsdo das consequéncias de exposic¢des acidentais ou tratamentos inadequados, diagndstico
e tratamento de reacGes adversas e o0 estabelecimento de padrdes para a avaliacdo de métodos
alternativos aos testes em animais experimentais (Purchase et al., 1998; Blaauboer, 2003;
Coecke et al., 2005; Prieto et al., 2006). De acordo com a tabela 3, os testes para a avalia¢do da
toxicidade devem ser conduzidos em laboratorio sob condi¢fes controladas para analisar e
estimar a toxicidade de plantas e/ou seus compostos que afetam de alguma forma o modelo de
estudo (Turkez; Arslan; Ozdemir, 2017).
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Tabela 3 — Diretrizes da OECD e principios norteadores para a avaliacdo de toxicidade oral aguda.

Teste de Dose Fixa Toxicidade aguda de classe Teste “Up and down” OECD

OECD 420 OECD 423 425
Dose 5, 50, 300 e 2000 5, 50, 300 e 2000 mg/kg — 3 Dose inicial estimada (175
mg/kg — 5 animais animais por dose fixa mg/kg) fator de progressdo de
por dose fixa 3.2—1 animal / ou 2000

mg/kg — 1 animal —
observacéao 48 horas.

Principio Identificar a menor Identificar a menor dose que Estimar DLso
dose que cause cause letalidade /mortalidade
toxicidade
Objetivo  1.Estimar a faixa 1. Estimar a faixa da DLsg; 1. Estimar a faixa da DLs;
da DLso;
2. Observar 2. Observar sinais da
2.0bservar sinais da sinais da toxicidade toxicidade oral
toxicidade oral oral aguda; aguda;
aguda;
3. Analisar efeitos toxicos 3. Analisar efeitos toxicos
3. Analisar efeitos nos Orgaos - alvo. nos 6rgaos - alvo.
toxicos nos 6rgdos
- alvo.

Fonte: Adaptado: Botham, 2004.

2.10 GENOTOXICIDADE

A Toxicogenética, ou Genética Toxicol6gica, € um campo especializado dentro da
Toxicologia que examina os efeitos genotdxicos causados por agentes quimicos e fisicos no
organismo apds ocorrer alguma forma de exposicdo aguda ou cronica. Esse estudo visa
identificar danos potenciais as moléculas de acido desoxirribonucleico (DNA) decorrentes
dessa exposicao (Queiroz et al., 2013; De Lima et al., 2016).

A andlise de genotoxicidade de certas substancias, realizada isoladamente de outros
ensaios, ndo deve ser interpretada como um indicador direto de carcinogenicidade. Embora
esses estudos de genotoxicidade frequentemente estejam vinculados a etapas iniciais ou
intermediarias do processo tumorigénico, seus achados servem apenas como suporte para
avaliar a possivel tendéncia carcinogénica associada ao uso de substancias, sejam elas de origem
natural ou sintética (Ribeiro, 2003).

Consideram-se genotoxicos 0s compostos, sejam de origem natural ou sintética, que ao
interagirem com o DNA provocam danos estruturais ou funcionais, os quais podem ou néo se
consolidar no material genético, levando a mutacGes. Esses danos ao DNA podem ser

mensurados por meio de testes realizados tanto in vitro quanto in vivo. Além disso, a exposi¢ao
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prolongada a agentes genotoxicos eleva o risco de desenvolvimento tumoral (ANVISA, 2013).
E importante destacar que compostos classificados como genotoxicos nem sempre apresentam
carater mutagénico, uma vez que lesdes no DNA podem ser reparadas pelo sistema de correcao
do proprio organismo. Entretanto, todos os compostos que induzem mutacGes genéticas sao
necessariamente considerados genotdxicos (Hayashi et al., 1990; De Flora; Ferguson, 2005).

Conforme as diretrizes das autoridades reguladoras do Jap&o, Europa e EUA, estudos
voltados para produtos farmacoldgicos requerem investigacdes pré-clinicas para avaliar o seu
potencial de efeitos genotoxicos e mutagénicos em seres humanos (Brambilla; Martelli, 2006;
Ku et al., 2007). Embora os ensaios in vitro tenham suas limitaces, uma vez que as culturas
celulares carecem dos mecanismos de defesa presentes em sistemas imunoldgicos e nao
realizam nenhum tipo de biotransformacéo, a combinacdo desses ensaios com testes in vivo é
recomendada. Essa abordagem reduz as variaveis, além de ser mais econdmica e otimizada
(Hartung; Daston, 2009). E crucial fortalecer e aprimorar os testes de toxicidade genética, pois
eles tém a capacidade de avaliar os riscos a saude humana mostrando o potencial das substancias
gue avancaram em adequac0es terapéuticas de tratamentos disponibilizados pela industria ou
no sistema de salde (Turkez; Arslan; Ozdemir, 2017).

Os agentes genotdxicos, de acordo com seus efeitos, podem ser classificados nas
seguintes categorias: 1) Genotoxicos, que induzem danos ao DNA; 2) Mutagénicos,
responsaveis por promover lesdes e mutagdes genéticas; 3) Carcinogénicos, que provocam o
desenvolvimento de cancer; e 4) Teratogénicos, que causam anomalias congénitas (Natarajan,
1993; Saks et al., 2017).

Considerando as evidéncias de que as mutacfes estdo diretamente associadas a
instabilidade gendmica, ao desenvolvimento de céncer e a doencgas congénitas, conforme
descrito em diversos estudos, agéncias regulatorias como FDA, EMA e ANVISA estabeleceram
a importancia da implementacdo de testes de genotoxicidade. Esses testes visam avaliar 0s
potenciais riscos associados ao consumo de novas substancias, além de contribuir para a
pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos e fitoterapicos (Ribeiro, 2003; ANVISA, 2013).

Em suma, ensaios bioldgicos sdo frequentemente utilizados como indicadores de
genotoxicidade, uma vez que permitem quantificar e qualificar lesdes génicas, mutagdes
genéticas e danos cromossomicos (Barbisan et al., 2003; Ribeiro, 2003). Sendo o ensaio de
microndcleo em sangue periférico o teste mais comum utilizado para avaliar a mutagenicidade

e a genotoxicidade (Hayashi et al., 1990).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a toxicidade aguda, genotoxicidade e atividade antiproliferativa do extrato
metandlico das folhas de Aristolochia nevesarmondiana e do extrato metandlico obtido por

biotransformacao.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar a atividade antiproliferativa in vitro do extrato metandlico das folhas de
Aristolochia nevesarmondiana (EMFAN) e o extrato metanolico obtido por
biotransformacao (material fecal) de lagartas Battus polydamas alimentadas com as
folhas de A. nevesarmondiana (EMBAnN);

e Determinar a Glso in vitro do extrato metanodlico das folhas de Aristolochia
nevesarmondiana (EMFAN) e o extrato metandlico obtido por biotransformacéo
(material fecal) de lagartas Battus polydamas alimentadas com as folhas de A.
nevesarmondiana (EMBAnN);

e Determinar a citotoxicidade dos extratos em linhagens de células normais (NCI/3T3:
fibroblasto murino;

e Investigar a toxicidade aguda do EMBAN em camundongos BALB/C;
e Auvaliar aatividade antitumoral do EMFAN e do EMBAN em camundongos BALB/C;

e Auvaliar o efeito genotoxico do EMFAN e do EMBAN em camundongos BALB/C.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 OBTENCAO DOS EXTRATOS

Os extratos metanolicos das folhas de A. nevesarmondiana e das fezes das borboletas B.
polydamas foram extraidas individualmente e exaustivamente por maceracdo com metanol.
Apos as etapas de filtragdo simples, as solu¢bes de metanol obtidas foram concentradas sob
pressdo reduzida para obter os extratos das fezes e das folhas (NOGUEIRA et al., 2021), sob
coordenacao do professor Dr. Claudio Rodrigo Nogueira, da Universidade Federal da Grande

Dourados, que gentilmente forneceu as amostras para 0s ensaios.

4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

4.2.1 Ensaios In Vitro

4.2.1.1 Ensaio de Citotoxicidade

Para o teste de citotoxicidade, as células armazenadas em nitrogénio liquido (melanoma
murino (B16F10), e fibroblasto murino (3T3), adenocarcinoma humano de mama (MCF-7),
Glioma (U251), carcinoma de c6lon (HT-29), Carcinoma de mama triplonegativo (MDA-MB-
231) e carcinoma triploresistente variante R3 (MDA — R3)) foram descongeladas e utilizadas
no experimento. O processo de descongelamento foi realizado em banho-maria a 37°C,
transferindo-se as células dos criotubos para um tubo cénico de 15 mL contendo 9 mL de meio
DMEM ou RPMI, suplementado com gentamicina (50 pg/mL) e 10% de Soro Fetal Bovino
(SFB). Esse tubo foi centrifugado por 4 minutos a 1000 RPM, o sobrenadante aspirado, e 0
pellet ressuspendido em 5 mL de meio. A suspenséo celular foi reservada para um frasco de
manutengdo de 25 cm? e incubado a 37°C, em atmosfera imida com 5% de CO., até atingir
aproximadamente 80% de confluéncia.

Quando a densidade celular necessaria foi atingida, o0 meio de cultura foi aspirado,
restando apenas as células aderidas ao fundo do frasco. Essas células foram entdo desprendidas
com a adicdo de 0,5 mL de tripsina-EDTA (0,25% + EDTA 1 mM) com adicdo de PBS (pH
7,4) e incubadas por 3 a 4 minutos, até o desprendimento total. A suspensdo celular foi
adicionada em outro tubo coénico de 15 mL contendo meio completo (meio, antibi6tico e 10%

de SFB) em volume trés vezes maior que o de tripsina, para neutralizacdo. Em seguida, foi
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realizada uma centrifugacdo por 4 minutos a 1000 rpm, o sobrenadante foi aspirado e o pellet
ressuspendido em 2 mL de meio completo, sendo essa suspensdo utilizada para a contagem
celular.

Para a contagem, uma aliquota de suspensdo foi diluida em Trypan Blue (1:5), um
corante que diferencia células vidveis de ndo viaveis. As células diluidas foram contadas na
Cémara de Neubauer (hemocitdmetro) e ajustadas a uma densidade especifica. Em seguida, as
células foram semeadas em placas de 96 pocos, formando duas placas: TO (tempo zero) e T
(teste). Na placa TO, a suspensao celular foi adicionada em triplicata para cada linhagem, assim
como triplicatas de meio de cultura. Ambas as placas foram incubadas por 24 horas para
estabilizagéo celular.

Ap0ds esse periodo, foi feita a leitura na placa TO, utilizando o corante Sulforodamina B
(SRB) para o teste de citotoxicidade. Na placa de teste, foram adicionadas, em triplicata, quatro
concentracdes da amostra-teste (0,25, 2,5, 25 e 250 pug/mL), previamente dissolvidas em DMSO
e diluidas em meio completo (com concentragdo maxima de DMSO de 0,25%, sem efeitos nas
projecdes celulares). A placa de teste também incluia controles: branco para cada concentracéo,
controle negativo (células + 100 uL de meio) e controle positivo com doxorrubicina (0,025,
0,25, 2,5 e 25 pg/mL). A placa foi incubada por 48 horas antes da leitura final.

Na leitura, utilizou-se SRB, um corante que possui afinidade pelas proteinas celulares.
Dessa forma, quanto maior for a densidade celular, maior serd a quantidade de proteinas e,
consequentemente, mais forte ficara a coloracdo que sera analisada por absorbancia em
espectrofotdbmetro. O procedimento incluiu: aspiracdo do sobrenadante das cavidades, adicao
de 100 pL de TCA 20% em cada cavidade para fixagéo celular (com descanso por 30 minutos
a 4°C), lavagem com &gua corrente, adi¢do de 50 uL de SRB 0,1% diluido em &cido acético
1% (repouso por 30 minutos), lavagem com acido acético 1% para remocao do excesso de
corante, e adi¢do de 100 pL de corante Trizma Base (10 mM, pH 10,5) para solubilizacdo de
corante ligado as proteinas celulares.

A leitura da absorbéancia foi realizada em leitor de microplacas a 540 nm, calculando-se
a porcentagem de crescimento celular para cada linhagem no software Excel 2003/2007,
conforme formulas de Monks et al. (1991). A dose que inibe 50% do crescimento celular (Glso)
foi determinada usando o software Origin versdo 6.0. Amostras com [Cso < 30 pg/mL foram
definidas como ativas (Itharat et al., 2004).

A partir da determinagdo do Glso, foi estabelecida a concentragdo utilizada nos ensaios

subsequentes.
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4.2.1.2 Determinacéo do Indice de Seletividade

O indice de Seletividade (IS) foi utilizado para avaliar a seletividade de um composto
por uma linhagem neoplasica em comparacdo com uma linhagem normal, sendo uma medida
de relevéncia potencial para ensaios clinicos. No estudo realizado, o IS foi calculado como a

razdo entre o Glso do composto-teste na linhagem 3T3 de células normais e o Glso na linhagem

neoplasica conforme a equagdo: IS=  Glso da amostra na linhagem normal
Glsp da amostra na linhagem neoplasica

O IS igual ou superior a 2,0 foi considerado significativo (Suffness, 1990; Alexandrino
et al., 2019; Fetter et al., 2022).

4.3.1 Ensaios In Vivo

4.3.1.1 Ensaio Toxicidade Oral Aguda

O estudo foi conduzido no Laboratério de Modelos Experimentais de Doencas (LMED)
da Faculdade de Medicina na Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS), seguindo
0 método Acute Toxic Class (OECD, 2001, com modificacGes). Foram utilizados 36
camundongos BALB/C, sendo 18 machos e 18 fémeas adultas (aproximadamente 8 semanas de
idade), alocados em caixas de polipropileno forradas com maravalha de Pinus sp. autoclavado.
Os animais foram submetidos a um ciclo de luz e escuro de 12 horas (12 horas de luz e 12 horas
de escuriddo, com as luzes desligando as 18h e ligando as 6h), temperatura controlada de 22 +
2°C, umidade de 55 + 10%, e alimentacdo fornecida por racdo comercial e agua filtrada ad
libitum. Todos os espécimes foram provenientes do Biotério Central da UFMS, ap6s aprovagao
pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da UFMS (CEUA, protocolo n° 1.323/2024), em
conformidade com as diretrizes do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
(CONCEA).

Durante os 14 dias de avaliacdo, no caso de mortalidade de 50% ou mais dos animais,
novos experimentos foram prolongados, ajustando-se as doses conforme uma ordem
progressiva (2.000 mg/kg, 1.000 mg/kg, 500 mg/kg, 300 mg/kg e 50 mg/kg). O extrato
metanolico obtido por biotransformacdo a partir do material fecal de lagartas Battus polydamas
alimentados com as folhas de A. nevesarmondiana (AMBAN) foi utilizado para os tratamentos,

avaliando alteragdes comportamentais em relacdo ao Sistema Nervoso Central (SNC), Sistema
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Nervoso Autdénomo (SNA) e presenga ou auséncia de obitos, de acordo com o modelo descrito
por Almeida et al. (1999).

Os camundongos BALB/C de ambos sexos, com peso entre 25-35 g, foram divididos
em grupos: grupo veiculo (3 machos e 3 fémeas) tratado com DMSO a 2% e o0 grupo tratado
com AMBAn (3 machos e 3 fémeas), administrados via oral na dose de 2.000 mg/kg e demais
doses em progressao subsequentes (OECD, 2001). Os animais foram monitorados por 4 horas
apos a administracéo dos extratos, com observagdes nos primeiros 30 minutos, 1, 2, 3 e 4 horas,
e os resultados foram comparados ao controle negativo. Esses mesmos animais foram
acompanhados diariamente por 14 dias para verificar a ocorréncia de dbitos, parametro utilizado
para a determinagdo do DLso. Adicionalmente, 0 peso dos animais, 0 consumo de ragéo e de
agua foram avaliados diariamente.

No 14° dia de experimentacdo, antes da eutanasia, os animais foram anestesiados com
aparelho de anestesia inalatéria (Bonther®), utilizando 10% de isoflurano. Apds o
procedimento, figado e rins foram coletados, pesados e examinados macroscopicamente.

4.4 Ensaio Avaliacdo Antitumoral

4.4.1 Delineamento Experimental

Foram utilizados 40 camundongos machos da linhagem BALB/C saudaveis, com
aproximadamente 8 semanas e peso médio (25 a 35 g), foram obtidos da Universidade Federal
de Mato Grosso do Sul (UFMS) ap6s aprovacéo do protocolo pela Comisséo de Etica no Uso
de Animais (CEUA, n° 685/ 2015), em conformidade com as diretrizes do Conselho Nacional
de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA). O modelo experimental consiste na
formacdo de nddulos subcutaneos por meio da inoculagdo de uma suspensédo contendo células
B16-F10 (1 x 10° células em 0,2 mL de PBS) na regido interescapular dos camundongos
separados em 4 grupos (n = 10) cada. Decorridos 10 dias ap0s a inoculacdo, 0s animais
receberam o tratamento somente de uma dose por via intraperitoneal (0,2 mL) com EMFAnN e
EMBARN. O grupo controle negativo foi tratado com PBS adicionado 5% de azeite, enquanto o
grupo controle positivo recebeu doxorrubicina na dose de 2 mg/kg.

Onze dias ap6s a administracdo da unica dose do tratamento, os animais foram
submetidos & eutanésia utilizando uma solucéo de isoflurano a 10%. Os nddulos tumorais foram
excisados para avaliacdo dos pardmetros de peso (g) e volume (mm3), conforme metodologia
descrita por Gomes Neto et al. (2002), Alexandrino et al. (2019) e Fetter et al. (2022). A partir
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desses dados, foi calculado uma porcentagem de inibi¢do do crescimento tumoral em grupos
submetidos a diferentes tratamentos.

O EMFAnN e o EMBAnN foram diluidos em azeite de oliva, e as doses a serem testadas
foram condicionais com base nos resultados do teste de toxicidade aguda. Para cada um dos
extratos, trés doses foram selecionadas, desde que demonstrassem atividade antiproliferativa
contra as células B16F10 in vitro.

Os tumores foram excisados e pesados, e seus diametros foram medidos com um
paquimetro digital. Seus volumes foram calculados utilizando a formula de Aco (Steel, 1977;
Navarro et al., 2018; Saloméo et al., 2023): ((D x d)?/2), onde D e d representam os diametros
maior e menor, respectivamente (Schuh, 2004; Navarro et al., 2018).

4.4.2 Ensaio Micronucleo

O ensaio do micronucleo foi realizado no Laboratério CETROGEN conforme descrito
por Hayashi et al. (1990), com modificacbes propostas por Oliveira et al. (2013), sob
coordenacdo do professor Dr. Rodrigo Juliano Oliveira, da Faculdade de Medicina na
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, que gentilmente forneceu os equipamentos e 0s
reagentes para o ensaio. Para a execuc¢do do teste, foram utilizados 40 pL de sangue periférico
retirado da veia caudal dos camundongos, depositados em laminas previamente cobertas com
20 pL de Alaranjado de Acridina (1,0 mg/mL). Em seguida, as ldaminas foram recobertas com
laminulas de vidro. O material foi armazenado em freezer a -20 °C por um periodo minimo de
quinze dias. Posteriormente, as ldminas foram analisadas em microscdpio de fluorescéncia, com
aumento de 40x, utilizando filtro de barreira de 420-490 nm e filtro de barreira de 520 nm.
Foram avaliadas 2.000 células por animal, conforme metodologia descrita por Hoff Brait et al.
(2015).

4.4.3 Andlise Estatistica

A analise dos dados da porcentagem de crescimento celular obtida segundo Monks et
al. (1991) foi utilizada na elaboracéo de graficos por regresséo ndo linear para obtencéo da Glso
em software de anélise de dados Origin 6.0.

Os resultados obtidos do volume e peso dos tumores no ensaio in vivo de atividade
anticancer foram expressos como média + erro padréo da média e comparados com os controles

por meio da analise de variancia (ANOVA) seguidos pelo pds-teste de Tukey. Os valores foram
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considerados significativos quando p < 0,05.
Na toxicidade oral aguda, aos dados obtidos aplicaram-se os testes de andlise de
variancia (ANOVA) seguido de teste Tukey. Considerou-se valores significativos para p < 0,05,

com resultados expressos pela média + erro padrdo da média.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Diversos agentes utilizados no tratamento quimioterapico de grande potencial
terapéutico tém origem em recursos naturais. As plantas desempenharam um papel fundamental
no desenvolvimento de muitos medicamentos utilizados no tratamento de diversas condig¢oes
de saude. Estima-se que cerca de 75% dos medicamentos sintéticos disponiveis derivam, direta
ou indiretamente, de compostos isolados de espécies vegetais (Newman; Cragg, 2016). Este
trabalho apresentou, de forma pioneira, uma andlise comparativa sobre a capacidade de o
EMFAN e o EMBAnN para inibir o crescimento tumoral do melanoma. Além disso, foi avaliada
sua atividade antitumoral em células de melanoma murino B16-F10, bem como os efeitos

toxicogenéticos e a toxicidade aguda desses extratos em camundongos da linhagem BALB/C.

5.1 ENSAIOS IN VITRO

5.1.1 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE E DETERMINACAO DO INDICE DE
SELETIVIDADE

Os extratos metanolico das folhas de A. nevesarmondiana e o das fezes da lagarta Batus
polydamas alimentadas com as folhas de A. nevesarmondiana foram avaliados quanto a
citotoxicidade nas seguintes linhagens tumorais: melanoma murino (B16-F10),
adenocarcinoma humano de mama (MCF-7), Glioma (U251), carcinoma de co6lon (HT-29),
Carcinoma de mama triplonegativo (MDA-MB-231), carcinoma triploresistente variante R3
(MDA — R3). Também foram testados em uma linhagem de células normais, fibroblasto murino
(NIH/3T3). Como controle positivo dos experimentos foi utilizado o quimioterdpico
Doxorrubicina.

De acordo com a Tabela 4, os valores de Glso (concentragdo necessaria para inibir 50%
do crescimento celular) e os indices de seletividade (1S) dos compostos EMFANn e EMBAN em
diversas linhagens celulares neoplasicas e em fibroblastos murinos (NIH/3T3).
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Tabela 4 — Atividade antiproliferativa (Glso) € indice de seletividade (IS) de EMFAn e EMBAN em células
neoplésicas e fibroblasto murino (NIH/3T3).

Linhagens EMFAN EMBAnN Doxorrubicina
celulares
Glso IS Glso IS Glso IS
NIH/3T3 275,01 275,47 0,55
B16-F10 277,37 0,99 549,94 0,50 0.025 22,00
MCF-7 483,41 0,56 278,88 0,98 0,05 11,00
HT-29 376,29 0,73 301,86 0,91 0,09 6,10
U251 583,54 0,47 429,25 0,64 0,034 16,10
MDA-R3 325,26 0,84 351,96 0,78 14,3 0,04
MDA- 274,31 1,00 384,96 1,39 14,7 0,004
MB231

Valores Glso (ug/ml) para os EMFAn e EMBAN nas diferentes linhagens neoplasicas e linhagem de células de
fibroblasto murino (NIH/3T3).

Linhagem ndo tumoral: fibroblasto murino (NIH/3T3).

indice de seletividade (IS): Glso da linhagem imortalizada de fibroblasto murino (NIH/3T3) dividida pela Glso da
linhagem neoplasica.

Linhagens tumorais: melanoma murino (B16-F10), adenocarcinoma humano de mama (MCF-7), Glioma (U251),
carcinoma de célon (HT-29), Carcinoma de mama triplonegativo (MDA-MB-231), carcinoma triploresistente
variante R3 (MDA — R3). Fonte: Propria do Autor.

A Tabela 4 apresenta os valores de Glso € os indices de seletividade (IS) dos compostos
EMFANn e EMBAN em diversas linhagens celulares neoplasicas e em fibroblastos murinos
(NIH/3T3). O Glso para 0 EMFAn na linhagem NIH/3T3 foi de 275,01 pg/mL, enquanto para
0 EMBAn foi de 275,47 pg/mL, mostrando que ambas as composi¢fes possuem citotoxicidade
semelhante em células ndo tumorais. Em relacdo as linhagens tumorais, 0 EMFAnN apresentou
Glso variando de 274,31 pg/mL (MDA-MB-231) a 583,54 pg/mL (U251), com IS entre 0,47
(U251) e 1,00 (MDA-MB-231). O EMBAn exibiu Glso entre 278,88 ug/mL (MCF-7) e 549,94
pg/mL (B16-F10), com IS variando de 0,5 (B16-F10) a 1,39 (MDA-MB- 231). A Gls ¢ a
concentragdo necessaria para inibir 50% do crescimento celular (Silva et al. 2016).

O indice de seletividade é uma medida crucial para avaliar a seguranca de compostos
antitumorais, pois valores proximos ou inferiores a 1 indicam baixa seletividade para células
tumorais em relacdo as ndo tumorais, indicando potencial toxicidade sistémica (Ugwu;
Conradie, 2023). Pelos dados obtidos podemos inferir que estas amostras ndo apresentam
seletividade (IS menor que 2.0) nas linhagens testadas sugerindo potencial citotdxico (Suffines,
1991; IndraYantro, 2021).

Os dados indicam que tanto o EMFANn quanto o EMBAnN possuem atividade

antiproliferativa em diversas linhagens tumorais, porém com baixa seletividade, conforme
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evidenciado pelos IS préximos ou inferiores a 1. Em suma, para a linhagem MDA-MB-231, o
EMFAnN apresentou IS de 1,00, enquanto o EMBAN apresentou IS de 1,39, recomendando uma
ligeira preferéncia do EMBAnN por células tumorais dessa linhagem. E importante notar que,
para o desenvolvimento de agentes quimioterapicos eficazes, busca-se um IS elevado, ou seja,
que haja maior toxicidade para células tumorais do que para células normais (Ugwu; Conradie,
2023). Portanto, os compostos EMFAn e EMBAnN, apesar de exibirem atividade
antiproliferativa, necessitam ainda mais estudos na busca de modificacdes estruturais ou
formulacBes que aumentem sua seletividade para células cancerigenas, minimizando efeitos

adversos em células saudaveis.

5.2 ENSAIOS IN VIVO

5.2.1 ENSAIO TOXICIDADE ORAL AGUDA

Ao realizar a analise geral dos dados obtidos nos resultados do ensaio de toxicidade oral
aguda tanto para os camundongos machos e fémeas, evidenciou-se ndo ter ocorrido sinais de
toxicidade sistémica com uma variagdo no ganho ponderal nos diferentes grupos experimentais
tratados com o EMBAN, que pode ser associada ao impacto metabdlico e a seguranca das doses

administradas (Tabela 5).

Tabela 5 - Evolucao da massa corpérea e ganho ponderal, em camundongos machos e fémeas, nos grupos
controle e grupos tratados com as doses Unicas de 2000 mg/kg, 1000 mg/kg, 500 mg/kg, 300 mg/kg e 50 mg/kg.

Grupos Peso corporal (g) Ganho de massa corporal
Inicial Final Média (g) Percentagem
(%)

Machos

Grupo 1 - (Controle 25,70 26,43 0,73 2,84

negativo)

Grupo 2 - 2000 mg/kg 21,40 21,66 0,26 1,21

Grupo 3 - 1000 mg/kg 26,80 27,83 1,03 3,84

Grupo 4 - 500 mg/kg 21,40 22,6 1,20 5,61

Grupo 5 - 300 mg/kg 28,36 27,8 -0,56 -1,97

Grupo 6 - 50 mg/kg 22,46 22,83 0,37 1,68
Fémeas

Grupo 1 - (Controle 27,03 26,83 0,20 0,74

negativo)

Grupo 2 - 2000 mg/kg 23,53 24,26 0,73 3,10
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Grupo 3 - 1000 mg/kg 27,80 28,00 0,20 0,72
Grupo 4 - 500 mg/kg 22,7 23,53 0,83 3,66
Grupo 5 - 300 mg/kg 26,9 27,6 0,70 2,60
Grupo 6 - 50 mg/kg 23,06 23,96 0,90 3,90

N&o foram observadas diferencas estatisticas significativas para o ganho de peso entre os grupos tratados.
Para Grupo Machos (p) =0,5653 e Fémeas (p) = 0,112. Fonte: Prépria do Autor.

A andlise dos resultados para os camundongos machos nos diferentes grupos
experimentais indica uma varia¢do no ganho ponderal. Os dados sugerem que, em doses mais
baixas e intermediarias, 0 composto visualmente ndo apresentou um quadro de toxicidade
significativa. O grupo controle negativo apresentou um aumento ponderal de 2,84%, um valor
que esta dentro da faixa normal esperada para esta espécie no grupo de ndo tratados. Os ganhos
de massa corporal ao longo de periodos experimentais curtos esta de acordo com o que é
usualmente encontrado nesse tipo de roedor, 0 que confirma que o aumento registrado neste
grupo estéa dentro dos parametros fisiol6gicos esperados. O ganho ponderal observado sugere a
auséncia de efeitos adversos decorrentes apenas da manipulagdo dos animais, reforcando a
confiabilidade dos resultados experimentais (Hedrich; Bullock, 2004).

Desta forma, reflete diretamente na auséncia de efeitos adversos devido a falta em
qualquer tipo de intervencdo, um comportamento esperado para grupos controles conforme
descrito na literatura (Hedrich; Bullock, 2004). No grupo tratado de EMBAnN com 2.000 mg/kg,
observou-se 0 menor ganho ponderal (1,21%) entre os grupos tratados, indicando que a dose
elevada pode ter causado um leve impacto no metabolismo dos animais, resultando em uma
recuperacdo ponderal mais lenta. Doses mais altas podem afetar o metabolismo dos
camundongos, levando a uma recuperacdo de peso mais lenta ou atenuada ap6s o tratamento
com substancias potencialmente toxicas, mas sem efeitos adversos agudos (Gad, 2006). Isso é
corroborado por Saleem et al. (2017), o qual relatam que doses de 2.000 mg/kg podem ser
adequadas para a avaliacdo de seguranca, mas devem ser monitoradas quanto a potenciais
alteracdes. O grupo de EMBAnN com 1.000 mg/kg apresentou um ganho ponderal de 3,84%, o
que sugere que essa dose foi bem tolerada, com efeitos metabdlicos minimos. Estudos como o
de Jatoth et al. (2025) confirmam que doses menores que de 2.000 mg/kg, séo frequentemente
melhor toleradas pelos camundongos e ndo geram efeitos adversos evidentes. A boa
recuperacdo ponderal neste grupo reforca a seguranca dessa dose, que parece estar dentro dos
limites seguros para o composto testado. Esse valor também é compativel com estudos que
apontam que doses intermediarias frequentemente resultam em ganho ponderal reduzido sem

indicativos claros de toxicidade, como discutido por Wellington et al., (2022) que evidenciam
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respostas metabdlicas limitadas em doses menores que 2.000 mg/kg. O maior ganho ponderal
percentual (5,61%) foi registrado no grupo tratado com 500 mg/kg de EMBAnN, 0 que destaca a
auséncia de efeitos deletérios significativos nesta dose. Wellington et al., (2022) afirmam que
doses mais baixas podem promover efeitos metabdlicos positivos, estimulando uma
recuperacdo homeostatica sem interferir nas funcées fisiologicas dos animais. O ganho ponderal
elevado sugere que a dose de 500 mg/kg é segura e bem tolerada, proporcionando uma resposta
metabolica favoravel. O grupo tratado com 300 mg/kg de EMBAnN apresentou uma perda
ponderal de -1,97%, indicando uma possivel resposta adversa leve ou um ajuste metabélico em
funcdo da dose. Como preconizado pela OECD a perda de peso pode ocorrer em doses
subcriticas devido a uma menor tolerancia dos animais ou alteragdes nos processos metabélicos
induzidos pela substancia (OECD, 2001). O efeito de perda ponderal leve sugere que, embora
a dose ndo tenha sido fatal, 0 organismo pode ter enfrentado dificuldades em manter o equilibrio
homeostatico. O ganho ponderal moderado de 1,68% observado neste grupo de EMBAN com
50 mg/kg sugere que a dose foi bem tolerada e ndo causou toxicidade relevante. Esse valor esta
de acordo com a literatura, que sugere que doses baixas como essa geralmente ndo induzem
efeitos adversos significativos.

De acordo com o estudo de Wellington et al. (2022), confirmam que doses menores séo
associadas a seguranca do composto, sem alteracdo significativa na salude dos animais. A
analise dos dados de ganho ponderal para os machos sugere que as doses de EMBAnN com 1.000
mg/kg e 500 mg/kg foram as mais bem toleradas, com ganhos ponderais positivos e auséncia
de sinais de toxicidade significativa. A dose de EMBAN com 2.000 mg/kg, embora tenha
mostrado um ganho ponderal menor, ndo apresentou efeitos adversos agudos. Em contrapartida,
a dose de 300 mg/kg resultou em perda ponderal, sugerindo um leve impacto metabdlico
adverso, possivelmente devido a menor tolerancia dos animais. Ja a dose de EMBAnN com 50
mg/kg foi considerada segura, com um ganho ponderal moderado, sem sinais de toxicidade
relevante. De acordo com a literatura, doses de até 50 mg/kg séo frequentemente associadas a
auséncia de efeitos adversos, que descrevem a seguranca de baixas doses em animais adultos
(Shaikh; Sancheti; Sathaye, 2012).

No entanto, a analise dos resultados para os camundongos fémeas o grupo controle
negativo apresentou um ganho ponderal de 0,74%, que esta dentro dos valores esperados para
camundongos ndo tratados. Esse valor € consistente com a literatura o qual sugere que
camundongos de controle podem apresentar ganhos ponderais leves devido a variagdo natural
entre os individuos (Gad, 2006). As fémeas tratadas com 2.000 mg/kg de EMBAnN apresentaram

um ganho ponderal de 3,10%, sugerindo boa tolerdncia a dose sem efeitos adversos
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significativos. Saleem et al. (2017) relatam que doses elevadas geralmente ndo geram efeitos
metabolicos graves, especialmente em fémeas.

O ganho ponderal de 0,72% registrado no grupo de EMBAnN com 1.000 mg/kg sugere
boa toleréncia a dose, embora com uma resposta metabolica mais modesta em comparacao aos
machos. Estudos de Wellington et al., (2022) sugerem que, em fémeas, a resposta ao tratamento
pode ser menos pronunciada em doses intermedidrias. J& no grupo de EMBAnN com 500 mg/kg
apresentaram um ganho ponderal de 3,66%, 0 que esta dentro dos valores considerados seguros
e sem sinais de toxicidade significativa. 1sso é consistente com os achados de Wellington et al.,
(2022) ao qual afirmam que doses baixas sdo frequentemente associadas a recuperacdo
metabolica sem alterages adversas. Esse achado é consistente com os estudos de Wellington
et al., (2022) que relatam que doses de 500 mg/kg administrados em fémeas sdo bem toleradas
e geralmente resultam em um ganho ponderal sem sinais de toxicidade.

O ganho ponderal moderado de 2,60% no grupo de EMBAnN com 300 mg/kg indica uma
resposta metabédlica adequada, com sinais limitados de efeitos adversos. Segundo Kharat,
Nambiar e Kharat (2019), observam que doses intermediarias podem gerar respostas de ganho
ponderal mais variadas, sem evidéncias de toxicidade significativa. O ganho ponderal de 3,90%
foi o maior entre as fémeas, sugerindo que esta dose de EMBAN com 50 mg/kg foi bem tolerada
e considerada segura. De acordo com Shaikh, Sancheti e Sathaye, (2012), relataram que doses
mais baixas geralmente resultam em ganhos ponderais elevados sem efeitos adversos
significativos. Este valor também é corroborado por Sharmila et al. (2022), o qual indicam que
no geral, as doses de 50 mg/kg administradas em fémeas sdo frequentemente associadas ao
aumento ponderal sem qualquer alteracéo adversa significativa.

A comparagao geral entre os grupos demonstrou que as doses de EMBAN com 1.000
mg/kg e 500 mg/kg EMBAnN foram as mais bem toleradas, tanto para machos quanto para
fémeas, com ganhos ponderais positivos e auséncia de sinais de toxicidade significativa. A dose
com 300 mg/kg de EMBAN, no entanto, resultou em uma leve perda ponderal nos machos,
sugerindo maior sensibilidade a essa dose em comparacdo com as fémeas. Isso é condizente
com a literatura, que sugere que doses mais baixas podem afetar 0 metabolismo de maneira
diferente entre sexos, conforme mencionado por Freeland et al. (2012) que observam variag6es
no impacto de doses em camundongos machos e fémeas.

A analise global dos resultados sugere que EMBAnN apresenta um perfil de seguranca
aceitavel nas doses mais baixas e intermediarias. As doses mais altas, como a de 2.000 mg/kg,
embora bem toleradas inicialmente, podem comecar a afetar o metabolismo dos machos, o que

precisa ser monitorado em estudos de longo prazo. Em doses mais altas, o impacto no
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metabolismo, especialmente nos machos, pode ser mais evidente, mas sem perda ponderal
significativa. Esses resultados estdo em concordéancia com os achados de outros estudos sobre
seguranca pré-clinica, que demonstram que compostos administrados em doses baixas a
intermediarias geralmente ndo causam efeitos adversos graves (Wellington et al., 2022). Em
geral, a auséncia de perda ponderal acentuada nos grupos com as doses mais baixas e
intermediérias reflete a baixa toxicidade do EMBAnN, corroborando com as conclusdes de
Shaikh, Sancheti e Sathaye (2012) sobre a seguranca de compostos quimicos em modelos pré-
clinicos.

Vale destacar que a perda de peso € um sinal indicativo de toxicidade, se ndo houve
perda de massa significativa podemos inferir que a amostra testada pode ser menos tdxica ou

apresenta baixo nivel de toxicidade (Wellington et al., 2022).

5.2.2 ENSAIO AVALIACAO ANTITUMORAL

Para avaliar a relevancia biologica dos resultados in vitro, confirmando a atividade
antiproliferativa in vivo, foi realizado o ensaio de melanoma murino em camundongos BALB/C
inoculados com células B16-F10.

Os resultados encontrados de cada tratamento sdo mostrados na tabela 6 e na figura 16,
abaixo descritos:

Tabela 6 — Valores referentes ao Peso e Volume Tumoral dos ndédulos obtidos dos camundongos BALB/C ap6s
tratamento com EMFAn e EMBAN.

Grupos tratados Peso (g) Volume (mm?3)
Controle Negativo (PBS) 0,76 + 0,22 1,66 + 0,94°
Controle Positivo (Doxorrubicina) 1,61 +0,42 5,16 + 2,0°
EMFAnN 0,72 £0,6° 1,06 +0,7°
EMBAnN 1,44 +0,62 1,55+ 1,0°

Os dados estdo expressos como média + erro padrdo da média. Letras iguais ha mesma coluna indicam ndo haver
diferenca estatistica significativa entre os grupos (p >0,05). Fonte: Propria do Autor.
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Figura 16 — Peso médio e volume médio dos tumores (gramas) nos camundongos BALB/C, de acordo com o
grupo de tratamento.
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Né&o houve diferenca estatisticamente significativa (ANOVA) p > 0,05.
Fonte: Propria do Autor.

Os valores de peso e volume tumoral observados nos camundongos tratados i.p com
EMFANn e EMBAnN foram comparados aos grupos controle negativo (PBS) e controle positivo
(Doxorrubicina). Como indicado na Tabela 6 e representado graficamente na Figura 16,
observa-se que os tratamentos com EMFAn e EMBAnN apresentaram efeitos moderados sobre
a reducdo do peso e volume tumoral, embora as diferencas ndo tenham sido estatisticamente
significativas em comparag&o aos grupos controle (p > 0,05).

O grupo tratado com EMFAnN apresentou um peso tumoral médio de 0,72 + 0,6 g, 0
menor entre os grupos, inclusive menor que o controle negativo (0,76 + 0,2 g). Esse dado sugere
um potencial efeito antiproliferativo da amostra EMFAN, embora os valores ndo sejam
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estatisticamente diferentes (ANOVA, p > 0,05). Por outro lado, o tratamento com EMBAnN
resultou em um peso tumoral médio de 1,44 £ 0,6 g, mais elevado do que o grupo tratado com
EMFARN e préximo ao controle positivo (Doxorrubicina), que apresentou o maior peso tumoral
médio (1,61 + 0,4 g). Isso pode ser atribuido a toxicidade ndo especifica da Doxorrubicina, que,
apesar de seu uso como quimioterapico padrdo, pode ndo apresentar eficacia uniforme em todas
as condicOes experimentais (Pugazhendhi et al., 2018). Em suma, o comportamento sugere que
EMBAnN pode ndo possuir um efeito tdo pronunciado na reducdo do peso tumoral quanto o
EMFAnN, uma observacdo consistente com a literatura que aborda variacdes na eficacia de
substancias bioativas dependendo de suas estruturas quimicas e mecanismos de agdo (Biesalski
et al., 2009).

Quanto ao volume tumoral, o grupo tratado com EMFAnN obteve uma média de 1,06 £
0,7 mm3, enquanto o EMBAn apresentou 1,55 + 1,0 mm3. Ambos os valores foram inferiores
ao controle positivo (Doxorrubicina), que registrou o maior volume tumoral médio (5,16 + 2,0
mm3). Apesar do volume tumoral estar préximo ao controle negativo, o peso tumoral foi maior,
0 que pode indicar um acumulo de tecido ndo relacionado a massa tumoral, como edema, ou
uma resposta inflamatdria local ao tratamento (Onuchic; Chammas, 2010). Esses dados
corroboram a tendéncia observada no peso tumoral, sugerindo que EMFAnN apresenta maior
potencial de redugdo tumoral em comparagdo ao EMBAnN. Entretanto, a auséncia de
significancia estatistica (p > 0,05) indica que esses compostos podem necessitar de ajustes
estruturais ou alteragdes na dosagem para potencializar seus efeitos. Segundo Bota et al. (2024),
as substancias bioativas podem requerer formulacGes otimizadas ou combinac@es sinérgicas
para alcancar maior eficacia terapéutica em modelos tumorais. No entanto, devido a alta taxa
de 6bito ocorrido nos camundongos do grupo EMFARN, desta forma refletiu diretamente em uma
reducdo real do nimero dos dados obtidos o que interferiu na analise geral da estatistica
realizada.

Embora a Doxorrubicina seja um quimioterapico amplamente utilizado e eficaz, os
dados deste estudo indicam um aumento no peso e volume tumoral médio no grupo tratado com
esse agente em comparagdo ao controle negativo e aos compostos EMFAn e EMBAnN. Tal
achado pode ser explicado por fenbmenos de resisténcia tumoral adquirida ou caracteristicas
especificas do modelo experimental utilizado, conforme descrito na literatura (Cox; Weinman,
2016). Estudos préevios sugerem que a toxicidade sistémica da Doxorrubicina pode influenciar
negativamente a resposta terapéutica em alguns casos (Pugazhendbhi et al., 2018).

Apdbs 24 horas de administrar 0s extratos, observou-se que apenas no grupo de EMFAN

via i.p., 0s animais apresentaram pelo ericado, urina escura (coluria), diarréia e prolapso retal,
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0 que levou a morte de 50 % dos animais deste grupo. Os sinais observados, como pelo erigado
e coldria, sdo indicadores comuns de estresse fisiologico e possivel disfuncéo hepética ou renal
em modelos murinos. A coluria, por exemplo, é frequentemente associada a alteracdes hepaticas
graves e também relacionado com lesdo renal, como o aumento de bilirrubinas no sangue, que
pode ser desencadeado por hepatotoxicidade, conforme destacado por (Rizk et al., 2017).

A diarreia, combinada ao prolapso retal, indica irritacdo gastrointestinal grave,
possivelmente mediada por uma resposta inflamatoria exacerbada ou alteracdo no microbioma
intestinal dos animais. Compostos com potencial tdéxico podem gerar lesbes na mucosa
intestinal, aumentar a permeabilidade intestinal e provocar inflamacéo, resultando nos sinais
clinicos observados. O prolapso retal, embora menos frequente, € um reflexo secundario comum
a diarreias intensas e prolongadas em roedores (Gad, 2006).

A taxa de mortalidade de 50% neste grupo sugere uma toxicidade aguda preocupante
para 0 composto do EMFAnN na dose administrada. Uma mortalidade significativa associada a
sinais clinicos graves, como 0s observados neste estudo, pode estar relacionada a efeitos toxicos
diretos sobre érgdos vitais, incluindo figado, rins e intestinos (Gad, 2006; Hedrich; Bullock,
2004). Além disso, a administracdo intraperitoneal pode exacerbar o impacto sistémico, pois
facilita a absorcdo direta do composto na circulagdo sisttmica, aumentando sua
biodisponibilidade e toxicidade. Nos ultimos anos, a farmacologia desta espécie tem se
concentrado principalmente nos acidos aristoldquicos, conhecidos por sua nefrotoxicidade, que
estdo associados a nefropatia causada pelo consumo da erva chinesa, uma condicao que foi
reconhecida em 1992 (Kuo; Li; Wu, 2012). No entanto, conforme os principios das boas
praticas em pesquisa animal (3Rs: Reducdo, Refinamento e Substituicdo), é fundamental
minimizar o sofrimento animal (OECD, 2018).

Apesar dos resultados promissores, a auséncia de significancia estatistica limita
conclus6es definitivas sobre a eficacia dos EMFANn e EMBAN. Contudo, a reducédo consistente
no peso e volume tumoral observada no EMFAN demonstrou uma tendéncia de redugdo do
crescimento tumoral, alinhando-se com estudos prévios que sugerem a atividade
antiproliferativa de compostos naturais (Zhou et al., 2023). De acordo com Hambley (2009), a
busca por substancias bioativas que apresentem seletividade tumoral e baixa toxicidade é uma
abordagem promissora na oncologia experimental, sendo necesséria a realizacdo de estudos
adicionais para investigar sua acdo em maior profundidade e para otimizar sua eficacia. Embora
sem apresentar resultados como os obtidos do EMFAN os grupos tratados com EMBAnN
apresentardo reducdo dos efeitos toxicos e ainda, ndo ouve Abito de nenhum animal indicando

que a biotransformacéo pode ter sido um fator relevante na auséncia de toxicidade deste extrato.
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5.2.3 ENSAIO MICRONUCLEO

Apbs o tratamento realizado com ambos os extratos, foi observado um aumento
significativo na frequéncia de micronucleos no grupo tratado com o0 EMFAN em relacdo aos
grupos controle negativo e positivo e com o grupo tratado com o EMBARN, 0 que sugere um
potencial efeito genotdxico desta substancia. Em contrapartida, o tratamento com 0 EMBAnN
ndo apresentou diferenca significativa da formacdo de micronucleos em relacdo ao grupo
controle negativo, diminuindo desta forma, no extrato de biotransformagdo uma auséncia de

genotoxicidade detectavel nas condi¢BGes experimentais utilizadas (Tabela 7).

Tabela 7 — Frequéncia de microntcleos no sangue periférico de camundongos BALB/C apds 24 horas de serem
tratados com EMFAnN e do EMBAN.

Grupos tratados  Numero de Nimero de Média tEPM Valor de p
individuos por Obitos por grupo
grupo (n)
Controle 10 1 11,22 +0,66 <0,01*
Negativo
(PBS)
Controle Positivo 10 2 49,87 +1,5 ns

(Doxorrubicina)
EMBAN 10 0 11,5%+0,9 <0,01*

EMFANn 10 6 110,75 £5.7 <0,01*

*Estatisticamente significativo ao nivel de 1% (ANOVA, pos teste de Tukey). EPM = erro padréo da média.
Fonte: Prépria do Autor.

A Tabela 7 apresenta a frequéncia de microndcleos no sangue periférico de
camundongos BALB/c apos 24 horas de tratamento com 0 EMFAN e EMBAN. Observa-se que
0 grupo controle negativo (PBS) apresentou uma media de 11,22 + 0,66 micronucleos, enquanto
o controle positivo (Doxorrubicina) exibiu uma média significativamente superior, de 49,87 +
1,5 micronucleos. O grupo tratado com o EMFAN apresentou uma média de 110,75 + 5,7
micronucleos, registrando um aumento significativo na relacdo com os demais grupos. Em
contrapartida, o grupo tratado com EMBAnN mostrou uma média de 11,5 = 0,9 micronucleos,

semelhante ao controle negativo.
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A anélise estatistica revelou que as diferencas entre os grupos foram significativas ao
nivel de 1% (p < 0,01), conforme determinado pela ANOVA seguida do pds-teste de Tukey.
Esses resultados sugerem que o tratamento com EMFAnN induziu um aumento substancial na
frequéncia de micronucleos, tendo um potencial efeito de genotoxicidade. Por outro lado, o
EMBAN ndo mostrou um efeito genotdxico significativo, apresentando resultados comparéveis
ao controle negativo. A frequéncia de microntcleos é um biomarcador amplamente utilizado
para avaliar danos genotoxicos em células, sendo indicativo de quebras cromossdmicas ou
disfungdes no fuso mitotico (Navarro et al., 2014; Navarro et al., 2018).

A doxorrubicina é um agente quimioterapico amplamente utilizado no tratamento de
diversos tipos de cancer. No entanto, sua administracdo esta associada a efeitos genotdxicos
significativos, como evidenciado pelo aumento na frequéncia de micronicleos em eritrocitos
policromaticos. Estudos anteriores corroboram esses achados, demonstrando que a
doxorrubicina pode induzir danos ao DNA, resultando em elevacdo da frequéncia de
micronucleos em modelos murinos (Almeida Junior et al., 2020).

A elevacdo na frequéncia de micronlcleos observados no grupo tratado com
doxorrubicina indica um efeito genotdxico pronunciado, alinhado com relatos na literatura que
associam o0 uso deste medicamento a danos gendmicos. Esses resultados ressaltam a
necessidade de monitoramento cuidadoso dos efeitos adversos da doxorrubicina e a
consideracao de estratégias para mitigar sua genotoxicidade em contextos clinicos (Boriollo et
al., 2017).

A alta taxa de mortalidade observada no grupo tratado com o EMFAR (seis 6bitos, sendo
que cinco animais morreram ap0s a administracdo do extrato em dez individuos), pode estar
associada a toxicidade sistémica deste extrato, possivelmente relacionada ao seu efeito
genotoxico, evidenciado pelo aumento na frequéncia de microndcleos e pela alta mortalidade
observada. A auséncia de Obitos no grupo EMBAN ndo demonstrou ter efeitos genotoxicos
detectaveis nas condigdes experimentais, 0 que reforca a hipotese de menor toxicidade desta
substancia em comparacdo ao EMFAN. De acordo com Yalgin et al. (2010) o extrato da semente
de uva (GSE) atenuou os danos genotdxicos na medula 6ssea e restaurou o indice mitotico,
demonstrando potencial na protecdo contra os efeitos deletérios causados em quadros
associados a acdo toxica com atividade genotdxica de alguns tipos de substancias (Yalgin et al.,
2010).
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Tabela 8 — Média do peso inicial e final dos animais dos grupos experimentais.

Grupos Peso corporal (g) Ganho de massa corporal
Inicial Final Meédia () Percentagem

(%)

Controle 26,60 28,54 1,94 7,19

Negativo

(PBS)

Controle 28,34 30,27 1,93 6,81

Positivo

(Doxorrubicina)

EMFAN 26,72 27,87 1,15 4,30

EMBAN 26,98 28,80 1,82 6,75

N&o houve diferenca estatistica significativa entre as médias dos pesos dos grupos tratados, tanto peso inicial
(p = 0,1129) quanto final (p = 0,1791). Fonte: Prépria do Autor.

A tabela 8 apresentada descreve 0s pesos corporais iniciais e finais dos animais em
diferentes grupos experimentais, bem como os ganhos de massa corporal e as respectivas
porcentagens de ganho para cada grupo. A analise dos dados sugere que, embora as médias dos
ganhos ponderais variem entre 0s grupos, ndo houve diferenca estatistica significativa entre as
médias dos pesos iniciais e finais de todos os grupos, conforme indicam os valores de p obtidos
(p= 0,1129 para o peso inicial e p= 0,1791 para o peso final). A seguir, serd discutida a
interpretacdo desses resultados a luz da literatura cientifica relevante.

O grupo Controle Negativo, que ndo recebeu nenhum tratamento além do veiculo PBS,
apresentou um ganho ponderal médio de 1,94 g, correspondente a um aumento de 7,19% no
peso corporal. Esse aumento esta dentro da faixa esperada para camundongos controle negativo
(Hedrich; Bullock, 2004). O ganho observado no grupo Controle Negativo sugere uma resposta
fisiol6gica normal, sem interferéncia de compostos exdgenos.

O grupo Controle Positivo, tratado com doxorrubicina, apresentou um ganho de massa
corporal médio de 1,93 g (6,81%), levemente inferior ao do grupo Controle Negativo. A
doxorrubicina é um agente quimioterapico conhecido por causar efeitos adversos significativos,
incluindo perda de peso em modelos experimentais, como relatado por Biondo et al. (2016). No
entanto, o ganho ponderal observado neste grupo € compativel com o efeito atenuado da
doxorrubicina, que pode ndo ter induzido perda significativa de peso no presente estudo,
possivelmente devido a dosagem ou a duracao do tratamento. Freitas et al. (2024) destacam que
a doxorrubicina pode gerar variagfes no ganho ponderal dependendo da dosagem administrada,
e neste caso, o efeito parece ser leve, sem perdas substanciais de peso.

O grupo tratado com o EMFAnN apresentou um ganho ponderal médio de 1,15 g,
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correspondente a 4,30%. Este ganho foi 0 menor entre os grupos, sugerindo que 0 composto
pode ter um efeito moderado na recuperagdo ponderal dos animais. Embora o ganho de peso
seja significativamente mais baixo que o do Controle Negativo e Controle Positivo, a auséncia
de efeitos adversos graves € indicada pelos valores de p que sugerem que o tratamento nao
causou alteracdo estatisticamente significativa no peso final dos animais. De acordo com
Cansian (2017), compostos em ensaios iniciais podem causar respostas mais brandas no
metabolismo, o que é consistente com os resultados obtidos no presente estudo.

O grupo tratado com EMBANn obteve um ganho ponderal médio de 1,82 g (6,75%), valor
que se aproxima ao observado no Controle Negativo e no Controle Positivo. Este ganho
ponderal sugere que 0 EMBAN ndo causou efeitos metabdlicos adversos substanciais e foi bem
tolerado pelos animais. Estudos semelhantes, como os de Cansian (2017) indicam que extratos
em doses moderadas frequentemente nao induzem alteracdes significativas no ganho ponderal,
a menos que existam efeitos toxicos evidente. O fato de 0 EMBAnN ter mostrado resultados
comparaveis aos grupos controle sugere que ele ndo exerceu efeitos adversos marcantes sobre
0 metabolismo dos camundongos.

N&o houve diferenca estatistica significativa entre os pesos iniciais (p= 0,1129) nem
finais (p= 0,1791) dos grupos experimentais, indicando que, embora os ganhos de massa
corporal tenham variado entre os extratos utilizados, essa variacdo ndo foram suficientemente
pronunciados para alcancar a significancia estatistica. Isso pode sugerir que as intervencdes
realizadas, pelo EMFAN e o EMBAN, ndo causaram alterac@es substanciais nos parametros de
peso corporal dos animais, de acordo com os critérios estatisticos aplicados. Em suma, foi o que
pode ser observado no estudo de avaliacdo toxicoldgica, o qual mostrou que a auséncia de
diferengas significativas pode ser indicativa de baixa toxicidade ou auséncia de efeitos
metabolicos profundos do extrato analisado, o que pode ser o caso nos grupos tratados por
EMFAN e 0o EMBAnN (Santos, 2022).
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6 CONCLUSAO

A anélise de citotoxicidade in vitro do EMFAnN e do material biotransformado por
Battus polydamas (EMBAn), ao realizar a comparagédo dos resultados sugere que o EMBAN
demonstrou uma melhor atividade biolégica em células tumorais, apesar de apresentar uma
baixa seletividade (IS < 1), com IS variando em linhagens celulares de 0,5 em melanoma murino
(B16-F10) a 1,39 no Adenocarcinoma de mama triplonegativo (MDA-MB- 231).

A determinagdo da Glso in vitro nos extratos, observou-se que ocorreu um maior
potencial antiproliferativo do EMBAN, o qual apresentou variaces de citotoxicidade entre
278,88 pg/mL no adenocarcinoma humano de mama (MCF-7) e 549,94 ug/mL em melanoma
murino (B16-F10).

A anélise para a citotoxicidade dos extratos em linhagens de células normais (NCI/3T3:
linhagem celular de fibroblasto murino), o Glso de EMFAn foi de 275,01 com um potencial
muito proximo ao Glso 275,47 do EMBAN, mostrando que ambos 0s extratos possuem
citotoxicidade semelhante em celulas ndo tumorais.

A investigacdo da toxicidade aguda do EMBAN em camundongos BALB/c néo foram
observadas diferencas estatisticas significativas para o ganho de peso entre 0s grupos tratados
de 2.000 a 50 mg/kg e os grupos controle negativo e positivo, tanto para machos (p) =0,5653
guanto para as fémeas (p) = 0,112.

Na avaliacdo da atividade antitumoral nos ensaios in vivo, 0 EMBAN apresentou um
perfil de toxicidade mais seguro em comparacdo ao EMFAN, que induziu efeitos adversos
graves levando a uma alta taxa de mortalidade. Apesar da tendéncia de reducdo tumoral
observada no EMFAN, os resultados ndo foram estatisticamente significativos.

A avaliacdo do efeito genotoxico do EMFAN e do EMBAN em camundongos BALB/c
indicou que o grupo tratado com EMFAnN apresentou a maior média na formagéo de 110,75 +
5,7 microndcleos. Com uma diferenca estatisticamente significativa em comparagdo aos grupos
controle (p < 0,01).

Dessa forma, EMBAnN pode ser uma alternativa promissora para investigacoes futuras,
por conta do seu potencial terapéutico e menor toxicidade. Sao necessarios estudos adicionais
para aperfeicoar a seletividade dos extratos, e entender melhor seus mecanismos de agéo e

avaliar sua viabilidade para uso clinico no tratamento do cancer.
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