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Resumo

Neste estudo propde-se avaliar os efeitos toxicolégicos, pressoricos e renais da onco-A em modelos
animais in vivo e ex vivo. A Oncocalyxona A (onco-A) isolada de Auxemma oncocalyx foi estudada nas
doses 1, 3, e 10 pg/mL. Utilizou-se camundongos Swiss fémeas (20-25g) para o teste de toxicidade oral
aguda. Os dados foram comparados por teste t de Student, Two-Way ANOVA e pds-teste de Bonferroni
(p<0,05). Foi estimado uma DLso > 2000 mg/kg, os tecidos pulmonar, renal e cardiaco demonstraram
alteragdes histoldgicas. Sobre os niveis pressoricos de ratos, a onco-A ocasionou redugéo significativa da
pressao arterial média, alterou os niveis de creatinina e, observou-se alteragdes histologicas nos tecidos
cardiaco e renal. Em perfusdo de rim isolado a onco-A causou aumento na pressao de perfusao, fluxo
urinario e resisténcia vascular renal. O ritmo de filtragdo glomerular encontrou-se reduzido nas
concentragdes de 1 ug/mL e 10 pg/mL e aumentado para a dose de 3 pyg/mL. As fotomicrografias do tecido
renal apos a perfusdo demonstraram alteragdes histologicas significativas induzidas pela onco-A. Pode-se
inferir que, embora a onco-A tenha apresentado baixa letalidade em todos os protocolos experimentais

realizados, mostrou evidéncias de toxicidade pulmonar, renal e cardiaca.

Palavras-chave: Oncocalyxona A. Toxicidade oral aguda. Perfus&o renal. Alteragbes histoldgicas.
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Abstract

This study proposes to evaluate the toxicological, pressure and renal effects of onco-A in animal models in
vivo and ex vivo. The Oncocalyxone-A (onco-A), isolated of Auxemma oncocalyx, was studied in doses of
1, 3 and 10 pg/mL. Female Swiss mice were used (20-25g) for the acute oral toxicity test. The data were
compared by test t de Student, Two-Way ANOVA and post-test Bonferroni (p<0,05). The oral toxicity was
considered low since it showed a DLso > 2000 mg/kg. Histological alterations on lung, renal and cardiac
tissues were observed. About levels blood pressure of rats, the onco-A caused a significant reduction of
mean arterial pressure, altered creatinine levels and, histological changes in cardiac and renal tissues. In
isolated kidney perfusion onco-A caused an increase in perfusion pressure urinary flow and renal vascular
resistance. The rate of glomerular filtration was reduced in concentrations 1 ug /mL and 10 uyg/mL increasing
the dose to 3 pug / mL. Photomicrographs of renal tissue after perfusion demonstrated significant histological
changes induced by onco-A. It can be inferred that, although onco-A has presented low lethality in all

experimental protocols performed, showed evidence of pulmonary, renal and cardiac toxicity.

Keywords: Oncocalyxone-A. Acute oral toxicity. Renal perfusion. Histological changes.

Introducgao

O interesse em substancias naturais para o tratamento de enfermidades vem crescendo com o passar dos
anos, mesmo com a existéncia de propriedades toxicas de muitas dessas substanciast!l, dada a diversidade

e potencialidade delas em diversos relatos de uso popular, como doengas dos sistemas cardiovascular e renal.

Neste sentido, a mensuragédo da pressao arterial € de extrema importancia para uma avaliagao inicial e
estimativa Util do estado cardiovasculari?. Algumas classes de farmacos atualmente disponiveis no
mercado, como alguns agentes quimioterapicos, apresentam como efeito adverso cardiotoxicidade e, por

vezes, seu uso tem restricdo em pacientes com desordens pressoricast!,

Em relagdo ao sistema renal, uma das manifestagdes mais comuns de dano nefrotéxico € a Lesao Renal
Aguda (LRA), caracterizada por um abrupto declinio da fungéo renal por reducdo da taxa de filtragdo
glomerular (TFG), levando a um aumento dos niveis séricos de compostos nitrogenados, como ureia e

creatinina, e de residuos de hidrogénio4,

Na busca por substancias que possam ser utilizadas para estas duas situagdes e, tendo em vista, que a
quimica dos produtos naturais tem ganhado grande notoriedade nos ultimos anosl, optou-se pelo estudo

da acdo de quinonas em um modelo animal que pudesse predizer a agdo destes compostos.

As quinonas séo consideradas uma importante classe de produtos naturais, sendo encontradas
abundantemente na natureza, como em plantas, fungos, bactérias e artropodes®J. As cadeias hidrofobicas
desses compostos permitem sua ligagdo a membranas celulares e proteinas, e suas estruturas de anéis
conjugados precisam ser reduzidas para se tornarem mais estaveis, funcionando como moléculas

aceptoras de elétrons @,

Ao longo da histéria, varios outros beneficios medicinais tém sido acrescidos a classe, como propriedades
antibidtica, antitumoral, antiparasitaria, anticoagulante, dentre outrasld. Dentre os farmacos com

propriedades anticancer, as quinonas representam uma das maiores classes de agentes antitumorais com
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fortes candidatos para uso clinicol. Entretanto, o grande inconveniente destes compostos, como a maioria
dos quimioterapicos, estéa relacionado a citotoxicidade direcionada apenas as células cancerigenas, o que

limita o0 avango de muitas pesquisast,

Auxemma oncocalyx TAUB. (onco-A) pertencente a familia Boraginaceae e apresenta, em sua composicao,
diversas quinonas. Conhecida popularmente como pau branco, a arvore é caracteristica da Caatinga, no
nordeste brasileiro, onde apresenta distribuicdo mais expressiva no estado do Ceard!l. Os efeitos
biolégicos dessas quinonas tém sido extensivamente estudados, e descritos em atividades
antiedematogénica e analgésical’?, antidiabétical’®! e antiagregante plaquetariall4. Os principais estudos
desta substancia se destacam na area da oncologia, por apresentar atividade antiproliferativa em linhagens
de células tumorais!’®, onde sua atividade citotoxica esta relacionada a dano direto ao DNA e morte celular

por apoptoseldl,

A auséncia de dados toxicoldgicos in vivo, a possibilidade de utilizagdo da onco-A na terapéutica anticancer,
bem como o conhecimento sobre a toxicidade de compostos da mesma classe quimica, foram os fatos
principais que motivaram a execucgdo deste trabalho. O presente estudo se propde avaliar os efeitos

toxicoldgicos, pressoricos e renais da onco-A em modelos animais in vivo e ex vivo.

Materiais e Métodos

A onco-A foi isolada por cromatografia em gel de silica a partir do extrato etandlico do cerne do caule da A.
oncocalyx. A preparagao do extrato, o método de isolamento e a caracterizagdo quimica foram descritas

por Pessoa et al.l718],

Para o teste de toxicidade oral aguda foram utilizados camundongos Swiss fémeas (pesando entre 20 a 25
g), em que foi possivel a determinagdo de uma dose de seguranca para a realizagdo dos experimentos de
pressao arterial média e perfusdo renal ratos Wistar machos (250-300 g), provenientes do Biotério do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da UFC. Todos os experimentos foram realizados de acordo

com o Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Ceara sob o ntimero 32/15.

Inicialmente, camundongos swiss (n=6) receberam uma dose de 2000 mg/Kg de onco-A por uma canula de
gavagem em um volume de 2 mL/Kg. Apds a administracdo de cada dose, os animais foram observados
por 15, 30 e 60 minutos bem como apés 24 horas e, diariamente, por um total de 14 dias, quanto a presenca
de sinais indicativos de toxicidade. A variagdo de peso corporal foi registrada. Ao final do experimento os
animais foram anestesiados com cetamina (80 mg/Kg) e xilasina (10 mg/Kg) para coleta de sangue venoso
para posteriores analises bioquimicas (ureia, creatinina e acido urico); bem como para a retirada dos 6rgaos

(rim, coragdo e pulméo) para analise histoldgica.

Apo6s a verificagdo de baixa toxicidade, ratos Wistar machos (n=6), pesando entre 250-300 g, foram
anestesiados com cetamina (100 mg/Kg) e xilazina (10 mg/Kg) para a realizagdo do procedimento cirurgico,
que consistiu de uma traqueostomia e implantagio de cateteres preenchidos com heparina (500 Ul. mL™" em
salina) na aorta abdominal para registro da Pressao Arterial Média e na veia cava inferior para administragdo
de drogas, conforme técnica descrita previamentel'®29, O cateter adrtico foi entdo acoplado a um transdutor
de presséo piezo-elétrico (Braile BXSN) e a um sistema de amplificagéo de sinal com interface USB (DATAQ

DI-148U), utilizando o software de aquisigdo de dados WinDag/Lite para o célculo direto da P.A.M. A onco-A
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foi injetada manualmente in bolus no volume de 0,1 mL, seguido de inje¢cao de 0,2 mL de solugéo salina. Cada
animal recebeu uma série crescente de doses da onco-A (30, 100, 300 e 1000 pg/Kg) através do cateter
intravenoso em intervalos de 5 minutos cada, e o curso temporal das alteragdes de pressao arterial média foi
registrado. Apds o periodo experimental foi realizada a eutanasia do animal por exsanguinagéo e laparotomia
transversal e longitudinal para coleta de sangue e 6rgéos (coragdo e rim). Aliquotas de sangue venoso foram
coletadas para a realizacdo de dosagens bioquimicas de aspartato transaminase (AST), alanina

aminotransferase (ALT), lactato desidrogenase, creatina quinase (CK-Total), creatinina, ureia e acido urico.

Para andlise da fungdo renal foi utilizado o sistema de perfusdo de orgao2-22l. Este sistema permite a
manutencao constante de pardmetros funcionais renais com utilizagdo de albumina bovina a 6% na solucéao
perfusora de Krebs-Henseleit e oxigenagao por mistura carbogénica (95% de oxigénio e 5% de COz2). A
técnica cirlirgica utilizada seguiu o método descrito por Balhimann et al.23], Nishiitsutji-Uwo et al.[24! | Ross[25]
e Fonteles et al.2ll. Ratos Wistar machos (n=6) pesando entre 250-300 g foram anestesiados cetamina
(100 mg/Kg) e xilazina (10 mg/Kg) e o rim direito colocado no sistema. Foram registrados a pressao de
perfuséo e o fluxo de perfuséo a cada cinco minutos, durante 120 min. Amostras de urina e perfusato foram
coletadas para posterior dosagem de sddio, potassio, cloreto (método ion eletrodo seletivo - RapidChem
744 - Bayer® diagnostica), inulina (hidrélise direta, conforme Walser et al.28l e Fonteles et al.2l e
osmolaridade (osmdémetro de vapor — Vapro®), importantes no calculo dos parametros da fungéo renal. As
concentragdes de onco-A utilizadas foram 1 g/mL, 3 pg/mL e 10 ug/mL, para fins de comparacao dos efeitos
da substancia sobre a pressdo de perfusdo (PP), resisténcia vascular renal (RVR), ritmo de filiragdo
glomerular (RFG), fluxo urinario (FU) e transporte de eletrdlitos (Na*, K* e CI"). Ao final da perfusao, os rins
foram pesados e, em seguida, amostras de tecido foram armazenadas em 10% de formalina tamponada
durante 24 h, seguido de etanol (70%). Os fragmentos foram submetidos a desidrata¢do, diafanizacéo e
corte a uma espessura de 5um. As laminas foram coradas com hematoxilina-eosina (HE) e analisadas

utilizando um microscopio 6ptico trinocular Nikon Eclipse.

Para analise estatistica, todos os dados foram expressos como média * erro padrao da média e analisados
através do programa GraphPadPrism v. 6.0. Utilizou-se os testes estatisticos (ANOVA e Teste t de Student)
para analisar os experimentos de pressao arterial. Para as dosagens bioquimicas realizadas nos experimentos
de Toxicidade Oral Aguda e de Pressao arterial média, os resultados foram analisados utilizando Teste t de

Student. Nos ensaios de perfusao renal, utilizou-se Two-Way ANOVA, seguida de pds-teste de Bonferroni.

Resultados e Discussao

Onco-A na dose de 2000 mg/Kg foi administrada por gavagem ao primeiro animal e verificada a sobrevivéncia
apos 48 h (Animal 1). Diante deste resultado foram realizados testes em mais 3 animais. Os Animais 2 € 3
sobreviveram aos 14 dias da administragéo, ao passo que o Animal 4 morreu cerca de 2 h e 30 min apds a
gavagem. Destacando-se que, desses animais, trés consecutivos sobreviveram no teste da dose limite, de 2000
mg/Kg, estima-se uma DLso > 2000 mg/Kg. E importante ressaltar que durante os 14 dias apds a administrago,

0s animais que sobreviveram n&o apresentaram nenhuma outra alteragdo indicativa de toxicidade.

Ao final do periodo, verificou-se que o tratamento com onco-A nao provocou alteragdes estatisticamente
significativas sobre as dosagens bioquimicas de ureia, creatinina e acido urico (FIGURA 1). Entretanto, na

analise histoldgica dos tecidos pulmonar, renal e cardiaco demonstraram diversas alteracdes. No tecido
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pulmonar observou-se hemorragia, infiltrado inflamatério, edema, hiperplasia do tecido linfoide, hemorragia
intra-alveolar. Em relagédo ao tecido renal, foram observadas alteracdes tais como: degeneragédo glomerular e
degeneracéo tubular hidrépica, com tumefagéo das células tubulares; atrofia glomerular e depdsito de material
proteico na luz tubular. No tecido cardiaco foram observados presenca de vasos sanguineos congestos, area
de necrose, com destaque para as células anucleadas e eosinofilicas; infiltrado inflamatério, edema e células
necroticas. No grupo controle ndo houve qualquer indicio de citotoxicidade (FIGURAS 2, 3 e 4).

FIGURA 1: Niveis plasmaticos de ureia, creatinina e acido urico em camundongos tratados com onco-A 2000 mg/kg, ou
tratados com salina (controle), apos o experimento de toxicidade oral aguda- Teste da Dose Limite.

UREIA CREATININA ACIDO URICO

amana amamaraane ]
e

5 & >
N P

Legenda: Dados expressos como média + E.P.M. e analisados por Teste t ndo pareado.

FIGURA 2: Fotomicrografias das alteragdes no tecido pulmonar, induzidas pela onco-A (2000 mg/Kg) ap6s 14 dias nos

animais submetidos ao teste de toxicidade oral aguda.
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Hemorragia discreta (seta branca), infiltrado inflamatdrio (seta preta) e edema (seta cinza), nos alvéolos pulmonares,
objetiva 40x (C) Destaque para sangue dentro de uma veia (setas pretas), objetiva 60x. (D) Hiperplasia do tecido linfoide
associado a mucosa, denominado Hiperplasia de BALT (setas pretas), objetiva 10x. Coloragcdo HE. Microscopio Nikon
Eclipse Nis, Software Nis 4.0.
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FIGURA 3: Fotomicrografias das alteragbes no tecido renal, induzidas pela onco-A (2000 mg/Kg) apds 14 dias nos
animais submetidos ao teste de toxicidade oral aguda.

-

-

Legenda: (A) Grupo controle sem alteragdes, medula renal normal. (B) Degeneragéo glomerular (seta preta) e degeneracéo
tubular hidrépica, com tumefacéo das células tubulares (setas cinzas), objetiva 40x. (C) Atrofia glomerular (seta preta), objetiva
60x. (D) degeneracao tubular hidropica (seta preta) e depdsito de material proteinaceo na luz tubular, proteina de Tamm-Horsfall
(seta cinza), indicativo de les&o tubular objetiva 40x. Coloragédo HE. Microscdpio Nikon Eclipse Nis, Software Nis 4.0.

FIGURA 4: Fotomicrografias das alteragdes no tecido cardiaco, induzidas pela onco-A apés 14 dias nos animais
submetidos ao teste de toxicidade oral aguda.

!-I f
98,

Legenda: (A) Grupo controle sem alteragGes, objetiva 20x. Nos animais tratados com onco-A, observou-se: (B) Presenca
de vasos sanguineos congestos (seta preta), objetiva 40x (C) Area de necrose mais eosinofilica (setas pretas), objetiva
10x. (D) Area de necrose, com destaque para as células anucleadas e eosinofilicas (setas pretas), objetiva 40x.
Coloracéo HE. Microscopio Nikon Eclipse Nis, Software Nis 4.0
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Quando se observou a agdo da onco-A sobre os niveis pressoricos de ratos, foi possivel evidenciar que a
administragdo consecutiva in bolus de doses crescentes de onco-A ocasionaram redugao significativa da
pressao arterial média. As médias, nos respectivos tempos (0, 15, 20, 25, 30) dos grupos controle, foram
(93,01 + 8,75 mmHg); (93,18 + 8,56); (92,32 £ 9,23); (91,72 £ 9,97); (90,92 + 10,41) e nos grupos tratados
com onco-A nas doses de 30 pg/kg, 100 pg/kg, 300 pg/kg, 1000 pg/kg, respectivamente: (87,17 + 11,60);
(83,22 £ 12,62); (77,24 + 15,03); (66,66* + 22,79); (56,46 + 26,06) (FIGURA 5).

FIGURA 5: Relagao dose-efeito da administragéo de onco-A, in bolus, em ratos anestesiados com cetamina (100 mg/Kg)
e xilazina (10 mg/Kg) na presséo arterial média.
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5 94 - * ——9 - TRATADOS
=
8
S 804
o
‘D 70 *
[7]
Q **
S
o 60
50 T T T T T
Q W} O\ O} N\
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Legenda: Dados expressos como média + E.P.M. e analisados por ANOVA e Teste t de Student, com *p < 0,05 e **p<0,01.

Em relagédo aos parametros bioquimicos observados apds os experimentos pressoricos, em relagdo aos
niveis ureia, creatinina, AST, ALT, fosfatase alcalina e CK-Total, o tratamento com onco-A apenas

ocasionou alteragdes nos niveis de creatinina (FIGURA 6).

FIGURA 6: Niveis plasmaticos de ureia, creatinina, TGO, TGP. fosfatase alcalina e CK total em ratos tratados com onco-
A administrada in bolus, ou tratados com salina (controle), apds os experimentos de pressdo arterial média.
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Legenda: Dados expressos como média + E.P.M. e analisados por Teste t ndo pareado, *p < 0,05.
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Ao analisar as fotomicrografias referentes aos tecidos cardiaco e renal, foram observadas alteragdes apos
o protocolo experimental de presséo arterial média. No tecido cardiaco observou-se hemorragia, infiltrado
inflamatdrio, area necrosante, presengca de vasos sanguineos congestos e infiltrado inflamatério no
pericardio (FIGURA 7). As alteragdes no tecido renal, induzidas pela onco-A foram degeneracgéo tubular
hidropica tubular, depdsito de material proteico na luz tubular, presenga de vaso sanguineo congesto,
edema intersticial, degeneracdo tubular e infiltrado inflamatério moderado na regido periglomerular
(FIGURA 8). No grupo controle nao houve alteragdes nos tecidos correspondentes.

FIGURA 7: Fotomicrografias das alteragcdes no tecido cardiaco, induzidas pela onco-A nos animais submetidos ao
protocolo experimental de_presséo arterial média.

A FRE U E Gl

. ; { e I i e
Legenda: (A) Grupo controle sem alteragdes, corte longitudinal e transversal, objetiva 10x. No grupo tratado com onco-
A, observou-se: (B) Presenga de hemorragia (seta preta) e infiltrado inflamatério no miocardio (setas cinzas), objetiva
20x. (C) Area de necrose, com destaque para as células anucleadas das fibras cardiacas (setas pretas), objetiva 40x.
(D) Presenca de vasos sanguineos congestos (seta preta) e infiltrado inflamatério no miocardio (seta cinza), objetiva 20x.
Coloragéo HE. Microscépio Nikon Eclipse Nis, Software Nis 4.0.
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FIGURA 8: Fotomicrografias das alteragdes no tecido renal, induzidas pela onco-A nos animais submetidos ao protocolo
experimental de pressao arterial média.

e B Y .__,. :.’-‘*“-’--' ol & :
Legenda: (A) Grupo controle sem alteragdes, cértex renal, objetiva 10x. No grupo tratado com onco-A, observou-se: (B)
Degeneracéo hidropica tubular (seta cinza) e depésito de material proteinaceo na luz tubular (seta preta), objetiva 40x.
(C) Presenga de vaso sanguineo congesto (seta cinza), edema intersticial (seta preta) e degeneragéo tubular (seta
branca), objetiva 40x. (D) Infiltrado inflamatdrio moderado na regido periglomerular (seta preta), objetiva 40x. Coloragédo
HE. Microscépio Nikon Eclipse Nis, Software Nis 4.0.

Quando avaliados os dados resultantes da perfuséo renal apos a administragdo da onco-A, foram observadas
alteragdes na fisiologia renal nos parémetros avaliados. Pode-se observar um aumento na PP aos 60, 90 e
120 minutos nos grupos das trés doses estudadas quando comparadas ao grupo controle interno (FIGURA
9). Esses resultados foram acompanhados do aumento significativo da RVR para as doses de 1 yg/mL e 10
pg/mL nos tempos 60, 90 e 120 (FIGURA 9). Para a dose de 3 pug/mL ndo houve alteragdo estatisticamente
significante. Em relagéo ao FU, a onco-A promoveu aumento significativo nos tempos de 60, 90 e 120 minutos
para os trés grupos (FIGURA 9). Ja o RFG, na comparagédo com o controle interno, encontrou-se reduzido
nas concentragdes de 1 ug/mL (tempo 90) e 10 ug/mL (tempos 60, 90 e 120) e aumentada para a dose de 3
pg/mL, no ultimo tempo (FIGURA 9). Em relagcéo ao Transporte Tubular Total dos eletrdlitos (Na*, K* e CI),
houve redugao significativa em todos os tempos do experimento nos trés grupos estudados (FIGURA 10).
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FIGURA 9: Efeitos promovidos pela onco-A na Pressao de Perfuséo (PP), Resisténcia Vascular Renal (RVR), Fluxo Urinario
(FU), Ritmo de Filtragdo Glomerular (RFG) em rim isolado de rato nas concentra¢des de 1 ug/mL, 3 pg/mL e 10 pg/mL.
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Legenda: Os dados s&o expressos em média + E.P.M. com analise por teste t de Student ou Two-Way ANOVA e pos-teste
de Bonferroni. *P<0,05, comparagao entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do grupo (tempo 30).

FIGURA 10: Efeitos promovidos pela onco-A no Percentual de Transporte Tubular Total de Cloreto (%TCI’), Sédio
(%TNa*) e Potassio (% TK") em rim isolado de rato nas concentragdes de 1 pg/mL, 3 pg/mL e 10 pg/mL.
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Legenda: Os dados s&o expressos em média + E.P.M. com analise por teste t de Student ou Two-Way ANOVA e pos-teste
de Bonferroni. *P<0,05, comparagéo entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do grupo (tempo 30)
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Ao analisar as fotomicrografias do tecido renal apds a perfuséo, foram observadas alteragdes induzidas
pela onco-A, tais como: degeneracdo tubular, depdsito de material proteico na luz tubular, congestéo
glomerular, fibrose intersticial discreta, edema peritubular e presenga de hemacias no lumen tubular
(FIGURA 11).

FIGURA 11: Fotomicrografias das alteragdes no tecido renal, induzidas pela onco-A na perfuséo de rim isolado, em trés

Legenda: (A) Grupo controle sem alteragdes, cortex renal, objetiva 10x. Nos grupos tratados com onco-A observou-se,
em 1 pyg/mL: (B) Degeneracéo tubular (seta cinza) e deposito de material proteinaceo na luz tubular (seta preta), cortex,
objetiva 20x. (C) Congestéo glomerular (seta preta), cortex, objetiva 40x. Em 3 pg/mL: (D) Fibrose intersticial discreta
(seta preta), medula, objetiva 40x. (E) Edema peritubular (seta preta), degeneragdo tubular (seta branca) e material
proteinaceo na luz tubular (seta cinza), objetiva 40x. Em 10 pg/mL: (F) Presenga de hemacias no limem tubular (seta
preta), cortex, objetiva 40x. Coloragéo HE. Microscopio Nikon Eclipse Nis, Software Nis 4.0.

Estudos toxicolégicos tém a finalidade de assegurar ou refutar a aplicabilidade clinica de um farmaco para
investigagdo de sua segurancga, o que se da através de testes para avaliagédo de efeitos agudos ou crénicos,
sistémicos ou sitio-especificos2d. Com base neste entendimento foi investigada a toxicidade oral aguda da
onco-A, para determinagdo de sua DLso. No teste da dose limite, a onco-A apresentou uma DLso > 2000
mg/Kg, em virtude da sobrevivéncia de trés animais, indicando ser uma substancia de baixa letalidade.

Sivagnanam et al.l'8l em um estudo para investigagdo da atividade antidiabética da onco-A isolada da planta
Prenanthes sarmantosus, administrou por via oral 200 mg/Kg da substancia em camundongos n&o

diabéticos (n=12), também n&o relando toxicidade elevada da substancia.

Na avaliagdo dos efeitos pressoricos sistémicos, verificou-se que a onco-A promoveu redugédo na pressao
arterial média de ratos normotensos anestesiados. Estudos realizados com a para-benzoquinona, um
metabdlito do benzeno, verificaram que altas doses da substancia induziram decréscimo na presséo arterial
e morte devido a paralisia no centro medularl28l. A hipoperfuséo renal ocasionada pela hipotenséo, poderia
explicar o aumento transitorio significativo dos niveis de creatinina plasmatica nos animais tratados com
onco-A submetidos ao protocolo de presséo arterial médial22.
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O tratamento com onco-A resultou em dano na arquitetura microscoépica glomerular e tubular, bem como
em infiltragdo de células inflamatdrias na andlise histolégica do tecido renal dos animais submetidos aos
experimentos in vivo de toxicidade oral aguda e presséo arterial média. Devido ao alto metabolismo basal
e ao seu papel no processo de detoxificagdo de substancias, os rins sdo particularmente sensiveis ao
estresse oxidativo induzido por quinonas. EROs tem grande importadncia como mediadores da sinalizagéo
intracelular relacionado aos processos de necrose e apoptose, e a perda de funcado celular, envolvidos no
dano glomerular e tubular. Em resposta ao dano direto tubular induzido por nefrotoxicantes, as células
epiteliais tubulares sofrem uma rapida perda da integridade do citoesqueleto e de sua polaridade,
caracterizado por dilatacdo e degeneracgéo celular, perda da borda em escova, bem como processos de

necrose ou apoptoseld,

As demais alteragdes histolégicas apos 14 dias, indicaram pronunciados sinais de toxicidade causados pela
onco-A, com destaque para a presenca de hemorragia alveolar e infiltrado inflamatério no tecido pulmonar,
além de areas de necrose, infiltrado inflamatério, edema e congestdo vascular, na andlise do tecido
cardiaco. Isso se deve, provavelmente, a presenga de antraquinonas como a doxorrubicina, daunorrubicina
e epirrubicinall que estdo relacionadas ao desenvolvimento de cardiotoxicidade através da formagao de
EROs (O2" e H202), por meio de reagdes no ciclo redox, ou pela formagdo de complexos com proteinas do

metabolismo do ferro22,

Quando o efeito da onco-A é avaliado sobre o 6rgdo isolado (rim), percebe-se uma elevagéo na PP
aumentou nas trés concentragdes testadas de Onco-A, com incremento da resisténcia (RVR) nas
concentragdes de 1 ug/mL e 10 pug/mL. Pode-se, entdo, inferir que a diminuigdo da pressao sistémica
evidenciada nos experimentos de pressao arterial média, pode estar influenciando a arquitetura renal, de
forma a alterar os capilares renais, causando vasoconstricgdo arteriolar e elevando a pressao de perfusdo
e resisténcia renall®3. Isso pode ser corroborado, ainda, pela complexidade do sistema renal, que é
controlado por milhares de vias de sinalizagdo enddcrinas, bem como pelo potencial téxico da onco-A em

causar dano direto ao DNA da célula, levando a diferentes repostas fisioldgicas, em diferentes sistemas.

Os resultados de redugéo do transporte de eletrélitos, bem como o aumento da diurese induzido pela onco-
A nas trés concentragbes testadas sugere uma agéo tubular associada. Os achados histologicos de
degeneracdo hidrépica tubular e edema peritubular nos rins perfundidos com onco-A, corroboram com
esses resultados. A perda de polaridade das células com borda em escova do tdbulo proximal, leva a uma
instabilidade funcional das proteinas transportadoras presentes na membrana da célula tubular, o que
resulta diretamente na reducéo dos transportes idnicos. A degeneracgéo hidrépica é ocasionada em virtude
de uma maior retengdo de eletrélitos no citoplasma das células tubulares, por uma diminuigdo da
reabsorgao tubular4, A maior retengdo de solutos nos tubulos renais explica 0 aumento do volume urindrio,

devido a maior concentragéo de solutos na urinal33,

Um dos parametros mais importantes para a avaliagdo da fungdo renal € o RFG. Este diminuiu
transitoriamente nos rins perfundidos com onco-A 1 pg/mL, apresentou aumento no grupo de concentragéo
3 pg/mL, e reducao irreversivel com 10 pg/mL de onco-A. Nguyen et al.B8 em um estudo com compostos
derivados de quinonas (AA-861, tBuBHQ, tBuBQ, eduroquinona), detectou que os compostos dessa classe
podem induzir a produgédo de EROs por meio da regulagdo positiva de enzimas da familia NADPH oxidase,
aumentando sua atividade oxidase. Essas oxidases sdo expressas na macula densa de ratos e estédo

envolvidas na vasoconstricgdo de arteriola aferente, diminuindo o RFG. Outro efeito promovido por essas
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enzimas é a redugdo do 6xido nitrico disponivel da macula densa, o que prejudica a vasodilatagdo

dependente do endotélio e, consequentemente, impede o reestabelecimento do RFGE.

Outro mecanismo que pode explicar a redugédo do RFG é a liberagdo de endotelinas pelo endotélio vascular
renal lesado. Estas substancias sdo secretadas no compartimento basolateral do endotélio pelas células
mesangiais e tubulares renais e suas agdes estdo associadas a vasoconstricdo das arteriolas aferentes e

eferentes, aumentando a PP, a RVR e reduzindo o RFGI28l,

Conclusao

Diante das evidéncias encontradas pode-se afirmar que, embora a onco-A tenha apresentado baixa
letalidade em todos os protocolos experimentais realizados e importante atividade hipotensora, ela mostrou

evidéncias de toxicidade pulmonar, renal e cardiaca, atribuidas aos compostos de sua classe quimica.
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