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RESUMO

Os seres humanos tém amplamente usado produtos naturais como remédios.
Porém, as vezes, os efeitos bioldégicos destes produtos ndo sdo completamente
conhecidos. A Cascara Sagrada (Rhamnus purshina) tem sido usada como um
remédio popular para tratar prisio de ventre, inflamagédo, tumores e asma.
Considera-se que muitos remédios naturais podem conter ingredientes
potencialmente toxicos e contaminantes tais como metais pesados. Células
vermelhas do sangue (CVS) e proteinas do plasma marcadas com tecnécio-99m
(99m Tc) tém vérias aplicacdes clinicas e foi relatado que alguns produtos naturais
sao capazes de reduzir a eficiéncia destes radiomarcadores. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o efeito de um extrato de Céscara Sagrada na marcacao de
elementos sanguineos com 99m Tc. Neste estudo, foi analisado o extrato de
Céascara Sagrada aquecido e ndao aquecido. Na preparacao dos extratos foi usado
200 mg de Cascara Sagrada diluida em 10 ml de solugdo salina, NaCl 0,9%.
Amostras de 0,5 ml de sangue de ratos Wistar foram incubadas com cloreto
estanoso (SnCly) e 99m Tc. O sangue foi centrifugado e plasma (P) e CVS foram
isolados. P e CVS foram também precipitados com &cido tri-cloroacético e fracbes
(F) solavel (S) e insoluvel (l) foram determinadas. Os resultados mostraram que o
extrato aquecido reduziu a radiomarcacao em CS (de 94,76% + 0,66 a 89,80% *
4,23). Alguns extratos como Fucus Vesiculosus, Paullinia Cupana, Mentha crispa L
foram descritos como capazes de alterar a radiomarcacédo. A partir dos resultados
obtidos sugerimos/afirmamos que o extrato citado quando aquecido pode levar a
geracao de metabdlitos ativos com propriedades oxidantes e/ou espécie reativa de
oxigénio com acgao direta no processo de marcacgao.



ABSTRACT

The human beings have been using natural products thoroughly as medicines.
However, sometimes, the biological effects of these products are not completely
known. Sacred Bark (Rhamnus purshina) it has been used as a popular medicine to
treat constipation, inflammation, tumors and asthma. It is considered that many
natural medicines can contain ingredients potentially poisonous and such pollutants
as heavy metals. Red cells of the blood (CVS) and proteins of the plasma marked
with technetium-99m (99m Tc) they have several clinical applications and it was told
that some natural products are capable to reduce the efficiency of these
radiolabeling. The objective of this work was to evaluate the effect of an extract of
Sacred Bark in the demarcation of sanguine elements with 99m Tc. In this study, the
extract of warm Sacred Bark was analyzed and no warm. In the preparation of the
extracts 200 mg of Sacred Bark was used diluted in 10 ml of saline solution, NaCl
0,9%. Samples of 0,5 ml of blood from Wistar rats were incubated with stannous
chloride (SnCI2) and 99m Tc. The blood was centrifuged and plasma (P) and CVS
were isolated. P and CVS were also precipitate with acid trichloroacetic and fractions
(F) soluble (S) and insoluble (I) they were certain. The results showed that the warm
extract reduced the radiolabeling in CS (of 94,76% * 0,66 to 89,80% =* 4,23). Some
extracts as Fucus Vesiculosus, Paullinia Cupana, Mentha crispa L were described as
capable to alter the radiolabeling. Starting from the results obtained we suggest that
the mentioned extract when warm it can take the generation of active metabolites
with properties oxidizers and/or species reactivates of oxygen with direct action in the
demarcation process.



INTRODUCAO

Os produtos feitos através de ervas sdo amplamente usados como alimentos
e aditivos de alimentos ou como uma substancia em remédios populares como um
meio alternativo para tratamento medicinal. Extratos aquosos de muitas plantas sao
largamente usados em tratamentos médicos como medicamentos complementares
(OLIVEIRA, et al, 2003). Remédios Herbarios Chineses Tradicionais (RHCT) sao,
cada vez mais usados mundialmente, uma vez que sdo considerados eficazes e com
poucos efeitos colaterais. Os contaminantes dos RHCTs incluem metais pesados e
drogas nao-declaradas. Relatou-se que os efeitos bioldgicos dos metais como o
efeito dos metais de transicdo que catalisa a producéao de radicais livres que pode
estar relacionado aos processos de envelhecimento e doengas neurodegenerativa
como a doenga de Alzheimer, doenga de Parkinson e outras (SILVA, et al, 2002). A
toxicidade desses contaminantes e aditivos e os efeitos toxicos dos componentes
herbarios tém implicacbes importantes durante o periodo pré-operatério. O
anestesista deve considerar o potencial para interacbes de drogas e efeitos
adversos sistémicos destes produtos naturais (KAM e LIEW, 2002). Tecnécio-99m
(99m-Tc) tem sido o nucleocideo mais utilizado em procedimentos de Medicina
Nuclear e também usado em pesquisa basica. Foi relatado que muitas drogas e
extratos vegetais afetam a biodistribuicdo de diferentes produtos radiofarmacéuticos
(EARLY & SODEE; BRAGA et al, 2000). Drogas naturais e sintéticas podem alterar
a marcacao de células vermelhas do sangue com tecnécio-99m (99m TC) (BRAGA
et al, 2000; OLIVEIRA et al, 2003). Quando uma radionuclideo tem a sua habilidade
de se ligar a componentes do sangue alterados por drogas terapéuticas e naturais, o

processo de células vermelhas do sangue marcadas pode ser repetido, resultando
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em uma dose de radiacdo adicional para o paciente (HEESLEWOOD & LEUNG,
1994; SAMPSON, 1996).

Céascara (Rhamnus purshina) é uma arvore de tamanho pequeno a médio
nativa de provincias e estados da Costa do Pacifico, incluindo Columbia Britanica,
Washington, Oregon e o Norte da Califérnia. A cascara da arvore € removida,
cortada em pequenos pedacos e seca por 1 ano antes de ser usada
medicinalmente. A casca fresca da cascara tem uma propriedade emética ou de
provocar vomito e portanto ndo é usada. Os indigenas do Norte da Califérnia
apresentaram esta erva, que eles chamaram de casca sagrada, aos exploradores
espanhois do século XVI. Como esta € mais suave na sua acgao laxativa do que a
erva ramno, Cascara se tornou popular na Europa como um tratamento para priséo
de ventre. O uso da Cascara constitui num tratamento para prisdao de ventre
aprovado na Farmacopéia Americana desde 1890 (Castleman, 1991).

R. purshina (Rhamnaceae) é usada como remédio popular em Taiwan para
tratar prisdo de ventre, inflamacédo, tumores e asma.3-0-metilquercetina (3-MQ), o
principal componente da planta, foi descrito como inibidor total de cAMP e a GMP-
fosfodiesterase (PDE) do cobaia “trachealis” (KO et al, 2003).

Ha muitas aplicacbes das células vermelhas do sangue marcadas por 99mTc
(CVS-99m Tc) em medicina nuclear cardiovascular, na deteccdo de sangramento
gastro-intestinal, e na determinagdo da massa de células vermelhas do sangue em
pacientes. CVS sdo marcadas com 99m Tc para aplicagdes in vitro, in vivo ou in
vivo/in vitro (SRIVASTVA & STRAUB, 1990; BERNARDO-FILHO, 1994; EARLY &
SODEE, 1995). Entretanto, ndo ha um modelo in vitro bem estabelecido para
estudar a interacdo de drogas terapéuticas com produtos radiofarmacéuticos. Entao,

nés avaliamos a influéncia de um extrato de Rhamnus purshina (aquecido e nao
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aquecido) na marcacao de CVS e proteinas do plasma com 99m Tc usando um

estudo in vitro.



MATERIAL E METODOS

Nesta experiéncia foi usado o extrato comprado do Laboratério Herbarium
[Cascara Sagrada (Rhamnus purshina) que foi fabricado em 02/02, valido até 02/05,
lote 602822/1.1860.0009]. Foram utilizadas capsulas com 200 mg do extrato em 10
ml de Solucao salina (NaCl 0,9%).

No6s estudamos a influéncia dos extratos aquecidos e ndo aquecidos. Para
preparar o extrato aquecido a solugao aquosa foi aquecida até o ponto de ebulicao
por 1 minuto.

Amostras de 0,5 ml de sangue retirados de ratos Wistar foram incubadas com
0,1 ml de extrato aquecido e ndo aquecido durante 1 hora. Decorrido este periodo
de tempo foi adicionado 0,5 ml de cloreto estanoso (1,2 pg/ml)comoSnCl ,.2H,O
por uma hora a temperatura ambiente. Depois deste periodo de tempo, 99m Tc (0,1
ml), na forma de pertecnetato de sodio, foi adicionado e a incubacéo continuou por
mais 10 minutos. Estas amostras foram centrifugadas e o plasma (P) e as células
vermelhas(CV)foramseparadas. Amostras(2 pl)@PeCVforamprecipitadas
com 1 ml de &cido tri-cloroacético (ATC) 5% e fracbes soluveis (FS) e fragdes
insoluveis (FI). A radioatividade em P, CV, IF-P, FS-P e FS-CV foram determinadas
em um contador “well”. Em seguida, o percentual de radioatividade (% ATI) foi
calculado, como ja relatado anteriormente (BERNARDO-FILHO et al, 1994). Uma
analise estatistica (teste de comparacbes multiplas de Tukey-Kramer, n=5) foi

utilizada para comparar os dados experimentais.



RESULTADOS

O grafico 1 mostrou o efeito do extrato de Rhamnus purshina na marcacao de
elementos do sangue com 99m TC. A analise dos resultados revelaram que houve
um decréscimo na marcacao das células vermelhas do sangue (CV) de 94,76 + 0,67

a 89,80 + 4,23 no tratamento com o extrato aquecido.

1. O efeito do extrato de Rhamnus purshina na marcacdo das células do

sangue com 99m Tc.

:‘—P[ésma |

100 g
S [-@-Cell |

80 -

60 +
40 +
20

0 ——

control 100%no heated 100% heated

Amostras de sangue heparinizada de ratos Wistar (tratados ou ndo com os
extratos) foram incubados por umaloacontloretosstanoso(1,2 pug/mi)ednlc,
na forma de “pertechnetate” de sodio, foram adicionadas. Estas amostras foram
centrifugadas e o plasma (P) e as células do sangue (CS) foram separadas.
Amostras®d ul)&CSforamprecipitadas®m acido tri-cloroacético (ATC) 5% e
fragcdes soluveis (FS) e insoluveis (FI) foram separadas. A radioatividade em P e CS
foi determinada num “contador well” e o percentual de radioatividade (% ATI) foi
calculado. Uma analise estatistica (teste de comparacées multiplas de Tukey-
KRamer, n=5) foi utilizada para comparar os resultados. Os valores sdao médias.

O grafico 2 mostrou o efeito do extrato de Rhamnus purshina na marcacao de
elementos do sangue com 99m Tc. A analise dos resultados revelaram que nédo ha

alteracao na eficiéncia da radiomarcacao de fracédo insoluvel do plasma (FI-P) [(de
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77,63 £ 0,75 a 76,43 + 3,65 (extrato ndo aquecido) e a 74,32 = 3,65 (extrato

aquecido)] na presenca dos extratos.

2. O efeito do extrato Rhamnus purshina na marcacao da FI-P com 99m Tc
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Amostras de sangue heparinizadas dos ratos Wistar (tratados ou ndo com os
extratos) foram incubados por 1 hora com cloreto estanoso (1,2 pg/ml)e@lc,ra
forma de pertecnetato de sodio, foram adicionados. Estas amostras foram
centrifugadas e plasma (P) e células do sangue (CS) foram separadas. Amostras (20
pl)aCSforanprecipitadasom acido tri-cloroacético (ATC) 5% e fracoes soluveis
(FS) e fracbes insoluveis (FI) foram separadas. A radioatividade na FI-P foi
determinada em um contador “well”, e a percentagem da radioatividade (% ATV) foi
calculada. Uma analise estatistica (teste de comparacées multiplas de Tukey-
Kramer, n=5) foi usada para comparar os resultados. Os valores sdo médias .

O grafico 3 demonstrou o efeito do extrato de Rhamnus purshina na
marcagdo dos elementos do sangue com 99m TC. A andlise dos resultados
revelaram que nao ha alteragdo na eficiéncia de radiomarcacao da fracao insoluvel
da célula (FI-C) [(de 74,55 £ 2,60 a 75,48 + 1,61 (extrato ndo aquecido) e a 77,61 *

1,06 (extrato aquecido)] na presenca dos extratos.
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Amostras de sangue heparinizado de ratos Wistar (tratados ou ndo com os
extratos ) foram incubados por 1 hora com cloreto estanoso (1,2 pl/mg)e%nlc,
na forma de pertecnetato de sodio, foram adicionados. Estas amostras foram
centrifugadas e plasma (P) e células do sangue (CS) foram separadas. Amostras (20
pl)@eCSforanprecipitadasom acido tricloroacético (ATC) 5% e fracbes soluveis
(FS) e fracoes insoluveis (FI) foram separadas. A radioatividade em FI-C FS-C foi
determinada em um contador “well” e a percentagem de radioatividade (% ATV) foi
calculada. Uma analise estatistica (teste de comparacées multiplas de Tukey-

Kramer, n=5) foi usado para comparar os resultados. Os valores sdao médias.
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DISCUSSAO

Varios autores ja estudaram o efeito de diferentes drogas (naturais e
sintaticas) na marcacao de elementos do sangue com radionuclideos e estes
relataram importantes descobertas. Extratos de produtos medicinais podem também
alterar a marcacao de elementos do sangue com 99m Tc (SAMPSON et al, 1996).
Nés concordarmos com Hesslewwod e Leung (1994), que muitos relatérios sobre
interagcbes de medicamentos com produtos radiofarmacéuticos nao foram
confirmados e em alguns casos a relacdo causa e efeito ndo foi estabelecida de
forma correta. Este fato poderia ser diminuido com o desenvolvimento de testes in
vitro com objetivo de avaliar as interacdes droga/produtos radiofarmacéuticos e a
conseqliéncia para a biodisponibilidade de produtos radiofarmacéuticos e a
marcacao de componentes do sangue. Ha preocupacao com relacdo a alguns
medicamentos que podem conter ingredientes potencialmente téxicos e
contaminantes como os metais pesados (KAM e LIEW, 2002). Algumas substancias
podem alterar a marcacdo de componentes do sangue com 99m TC (OLIVEIRA et
al, 2003). Diré et al, 2003, relataram que extrato de chayotte (chuchu) é capaz de
alterar a biodistribuicao de pertecnetato de sédio. Lima et al, 2001, descreveram que
um extrato de couve-flor (Brassica Oleracea) nao foi capaz de alterar a
biodistribuicdo do citado produto radiofarmacéutico. Alguns autores relataram geu
extratos naturais podem alterar a marcacao de elementos do sangue com 99m Tc
(BRAGA et al, 2000). No processo de marcagao os componentes do sangue com
99m Tc é necessario um agente redutor, e provavelmente o ion estanoso seria
oxidado. Nos estudos in vitro verificou-se que os extratos de Thuya ocidentallis

(OLIVEIRA et al, 1997), Nocotiana tabacum (VIDAL et al, 1998), Maytenus ilicifolia
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(OLIVEIRA et al, 2000), Syzygium jambolarum (SANTOS et al, 2002),
Stryphonodendron ad stringens (Mart.) Coville (COSTA et al, 2002) e Ginkgo Biloba
(MORENO et al, 2002), possivelmente teria compostos oxidantes e a marcacao dos
elementos do sangue diminuem na presenca destes extratos. Oliveira et al, 2002,
verificou que o extrato de Paullinia cupana foi capaz de alterar a radiomarcacédo do
sangue. Em outro estudo in vitro com extrato de Fucus vesiculosus notou-se que o
extrato levou a alteracbes na marcacdo de elementos do sangue com 99m Tc
(OLIVEIRA et al, 2003). Neste estudo ficou demonstrado que o extrato de Rhamnus
purshina aquecido foi capaz de alterar a radiomarcacao de células do sangue .
Resultados semelhantes foram observados com o extrato de Solanum melongena
(berinjela) que conseguiu alterar a radiomarcacao (CAPRILES et al, 2002). Moreno
et al (2002) observou que num estudo in vitro o extrato de ginkgo biloba alterou a
radiomarcacao dos elementos do sangue. Foi descrito por Santos-Filho (2002) que
extratos de Mentha crispa L. (menta, horteld) foram capazes de alterar o processo
de radiomarcacdo. Braga et al (2000) em um estudo in vitro demonstrou que
Peumus boldus nao alterou a marcacao dos elementos do sangue com 99m Tc e
resultados semelhantes foram observados por Santos-Filho et al (2002) com o
extrato de kava kava (Piper methysticum) em um estudo in vitro. Lima et al (2002)
em um estudo in vitro demonstrou que um extrato de couve-flor (folha) nao
conseguiu alterar a marcacao de elementos do sangue com 99m Tc. Diré et al
(2002) em um estudo in vitro observou que os extratos de chuchu ndo foram
capazes de alterar a radiomarcacdo de componentes do sangue. No procedimento
que marca as células vermelhas do sangue com 99m Tc, os ions estanosos e
pertecnetato passam através da membrana do plasma (GUTFILEN et al, 1992).

Portanto como relatado com os extratos de tabaco (VIDAL et al, 1998) maytenus
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ilicifolia (OLIVEIRA et al, 2000), Sechium eduli (DIRE et al, 2001), mentha crispa L.
SANTOS-FILHO et al, 2002), Paullinia cupana (OLIVEIRA et al, 2002), Ginkgo biloba
(MORENO et al, 2002) e fucus vesiculosus (OLIVEIRA et al, 2003), alteracbes
histolégicas de células vermelhas do sangue poderiam ser responsaveis por
modificagdes na marcagdo de CVS com 99m Tc. Embora neste estudo o efeito do
extrato no formato das CVSs nao tenha sido avaliado, nés podemos sugerir que 0
extrato aquecido poderia estar alterando a morfologia da CVS uma vez que a
eficiéncia na Fl do P e C nao foi alterada. Além disso, nés podemos especular que
se 0s compostos quimicos presentes nestes extratos influenciados pelo calor
poderiam formar complexos com estes ions como um agente de quelagao, este fato
poderia explicar a diminuicao na fixacao da radioatividade nas células vermelhas do
sangue. Diré et al (2001), em uma analise qualitativa in vivo, considerou que o
extrato de chuchu (macerado) levou a alteracdo no formato da CVS. Neste estudo o
extrato ndo aquecido nao alterou a radiomarcacao dos elementos do sangue e em
relacao a isto ndés podemos concluir que o extrato quando é aquecido é capaz de
desestabilizar a atividade da membrana das células vermelhas do sangue, bem
como, pode levar a geracao de espécies de oxigénio reativo (EOR) como ja relatado
em relacdo a outro produto natural, Maytenus icilifolia (OLIVEIRA et al, 2000) e
Fucus vesiculosus (OLIVEIRA et al, 2003) que possivelmente poderia estar levando

a alterac6es na reabsorcao da radioatividade pelas células vermelhas do sangue.
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CONCLUSAO

Podemos concluir que, dependendo da maneira como o extrato é incubado
(aquecido ou nao aquecido) a marcacao das CVSs com 99m TC pode ser alterado.
Sugerimos que o produto natural estudado, quando aquecido, pode ser capaz de
gerar espécie de oxigénio reativo, bem como, compostos oxidantes que
provavelmente poderiam ser responsaveis pela diminuicdo da radioatividade das

células vermelhas do sangue.
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