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Reino Vegetal= cura de doencas

’ )

Repassadas de pessoa a pessoa atraves da
oralidade.



FOUOR QUE O IN | ERESSE NA
PESQUISA COM PLANTAS

MEDICINAIS?

Rica fonte para obtencao de moléculas para
serem exploradas terapeuticamente

Muitas substancias isoladas de plantas= fonte
de medicamentos

Glicosideos cardiotdnicos obtidos da Digitalis-
usados para IC.
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e
Boa parte da flora brasileira ainda nao fol

estudada

- principio ativo
- atividade farmacologica
- dados toxicologicos

\

Necessidade de estudos toxicologicos para
garantir seguridade das mesmas.



Entao, pode-se dizer que as plantas
medicinais sao materia-prima para producao
de novos medicamentos.

Com o desenvolvimento da industria
farmacéutica, a descoberta de farmacos
tornou-se um procedimento enfocado e
administrado.



DESENVOLVIMENTO DE UM
NOVO FARMACO

ESTUDOS

DESCOBERTA PRE

DO FARMACO

ESTUDOS
CLINICOS

CLINICOS

Moléculas
escolhidas com
base em
propriedades
farmacologicas




DESENVOLVIMENTO CLINICO

DESCOBERTA DESENVOLVI-
DO FARMACO MENTO
PRE- CLINICO FASEI FASEII FASE|ll FASEIV
Selecdo do alvo Famacocinética g =0y
Famacocinética, Testes em pequena Testes Vigiancia
Achado Toxicologia tolerabilidade, efeitos ~  escala em pacientes  clinicos apés 0
| e em curto prazo colaterais em paraavaliaraeficacia  confrolados  lancamento
Otimizacéo 3 voluntérios saudaveis ~ &dosagem emlarga no mercado
do prototipo Formulagao escala
el Sintese em Estudos toxicologicos
HICO grande escala em longo prazo
do prototipo
«— 2-5an0s —* < 1 §ano 5-T anos ’
[~50prqebs ———»{12% 'i} rE »E >E
Candidato Substancia em Fammaco aprovado para
a farmaco desenvolvimento ser lancado no mercado

(RANG;RITTER; DALE, 2004)



DESENVOLVIMENTO PRE-
CLINICO

Objetiva satisfazer todas as exigéncias
necessarias antes de uma nova substancia
ser considerada pronta para ser testada pela
primeira vez em humanos.

Envolve 4 categorias principais




TESTES FARMACOLOGICOS

TESTES FARMACOCINETICOS

DESENVOLVIMENTO QUIMICO E

FARMACEUTICO




LEGISLACAO PARA
ESTUDOS PRE-CLINICOS

Como forma de regular o uso de

medicamentos por seres humanos, 0s paises
estabelecem critérios minimos de seguranca
para liberacao de uma

mercado ENSAIOS PRE-

CLINICOS




ORGAOS REGULADORES

e
Food and Drug Administration ( FDA)- Estados

Unidos.

Agencia Européia para avaliacao de produtos
medicinais ( EMEA)- Europa

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

( ANVISA) no Brasil.



ANVISA

o Lei 6360, 23/09/1976
Necessidade de comprovyar
eficacia e seguranca
dos medicamentos.

-2 RDC 136, 29/05/2003

sanitaria a que ficam
sujeitos 0s medicamentos,
as drogas, 0S insumos
farmacéuticos e correlatos,
cosmeticos, saneantes e
outros produtos, e da

Cita a necessidade da
apresentacao de relatorios de
ensaios pre-clinicos parao

registro de medicamentos
Nnovos.




“Os testes pré-clinicos nao sao apenas
regulatorios, durante a sua realizacao existe a
oportunidade de descobrir novas
potencialidades do medicamento, corrigir
problemas de efeitos colaterais e toxicidade”
pesguisadora Luciana Capanema



Slesruoos



ESTUDOS TOXICOLOGICOS

1 Plantas medicinammmmp  baixa toxicidade,
devido sua origem natural.
EFEITOS ADVERSOS

INTERACOES
MEDICAMENTQSAS




Estudos clinicos recentes mostram que muitas
plantas contém constituintes extremamente
toxicos, como os digitalicos, alcaloides
pirrozilidinicos e ésteres do forbol.(CALIXTO,
2001).



e
Toxicidade é a propriedade potencial de uma

determinada substancia guimica de instalar
um estado patologico em consequéncia de
sua introducao ou interacao com 0 organismo.
Esta propriedade é verificada atraves da
avaliacao toxicologica onde se obtém dados
como dosagem, sinais, efeitos provocados
gue irao determinar o potencial de toxicidade.




Uma das formas de proceder a avaliacao
toxicoldgica é através da administracao de
guantidade da planta ou doses do extrato em
animais podendo ser realizada a toxicidade
aguda, subcronica ou cronica (LARINI,
1997).




TOXICIDADE
AGUDA

TOXICIDADE

SUBCRONICA

TOXICIDADE
CRONICA

« Efeito nefasto que se produz dentro de um curto

periodo de tempo e que resulta da administracéo de
uma dose Unica ou de varias doses de uma
substancia. Os animais sé&o observados por 30 dias.

* Efeito nefasto que se produz no animal de

experiéncia resultante da administracdo repetida e
diaria da substancia administrada, considerando-se o
aumento de suas concentracdes ou de seus
metabdlitos sobre tecidos sensiveis. 90 DIAS.

» Geralmente 120 dias, perfil toxicologico de uma

substancia administrada por longo periodo.



PROTOCOLO PARA
TOXICIDADE AGUDA

Condicaoes Inicialis:

Substancia-teste escolhida pode ser liquida,
solida ou semi-solida;

Deve existir identificacao quimica da
substancia-teste

Caracteristicas de solubilidade, ponto de
fusao.




PROCEDIMENTOS PREVIOS

- Animais jovens e adultos sao aclimatados as
condicoes de laboratorio.

250-300 g 25-30 g



- Alimento e agua ad
libitum;

025+ 1°C

- Ciclo claro/escuro

7 IMPORTANTE:
Comité de Etica
em
Experimentacao
animal ( CEEA)




ANIMAIS E VIAS DE

ADI\/IINISTRAQAO

VIA INTRAPERITONEAL
VIA ORAL

6 machos 6 fémeas

6 machos 6 fémeas

Grupo controle- solucao salina






NIVEL DE DOSE

Se necessario a substancia-teste deve ser
dissolvida ou suspensa num veiculo
adequado, ou diluidas, no caso de
substancias liquidas.

O volume maximo a ser administrado de uma
SO vez depende da constituicao e do porte dos
animais de experimentacao. Para roedores
nao deve exceder 10 ml/kg para via oral ou
Intraperitoneal, para via subcutanea, nao deve
ultrapassar 1 ml/kg.




Devem ser escolhidas pelo menos 3 doses
suficientemente espacadas, para se mostrar
os efeitos toxicos ( 1000 mg/kg a 5000 mg/kg).

Célculo da Dl : dose letal mediana: valor
estatisticamente derivado da administracao de
uma dose Unica de uma substancia que pode
provocar a morte de 50% dos animais do
experimento. A dose é expressa em g ou mg/
kg de peso corporal do animal.



SCREENING HIPOCRATICO

Essa avaliacao fornece uma estimativa geral
de natureza farmacologica e toxicoldgica de
uma substancia desconhecida sobre:

Estado consciente e disposicao
Atividade e coordenacao do sistema motor
Reflexos
Atividade sobre sistema nervoso central

Sao feitas avaliacoes nos primeiros 30
minutos, 12, 24 e 48 h.



Estado de Coordenacao

consciencia: motora:

Aparencia geral Atividade geral
Frenito vocal Resposta ao togue
Irritabilidade Resposta ao aperto

da cauda
Contorcao
abdominal
Marcha
Reflexo de

anndiroitamaoanta




e
TOnus muscular Reflexos

Tonus das patas Reflexo corneal

Tonus do corpo Atividade do SNC.:
Forca para agarrar Tremores
Convulsao

Fendomenos de
Straub

Sedacao
Hipnose
anestesia



Sistema nervoso Presente
autonomo Ausente

Lacrimacao Ok
Ptose
Miccao, defecacao
Piloerecao
Hipotermia
respiracao



DURANTE O EXPERIMENTO

PESO DIARIO
SINAIS DE TOXICIDADE

CONSUMO DE AGUAE

~S

RACAO




SINAIS DE TOXICIDADE

.00
Reducao na massa ponderal

Reducao no consumo de agua e racao
Alteracoes de comportamento

Apatia e ma condicoes de pelagem ( pelos
arrepiados)

OUTRAS ALTERACOES: alteracdo na massa
relativa dos o0rgaos; alteracoes hematologicas
e bioguimicas.



Ao término dos 30 dias, 0s animais serao
eutanasiados com pentobarbital sodico e sera
realizado coleta de sangue pelo plexo venoso
orbital, para analises bioquimicas e
hematoldgicas.




ANALISES BIOQUIMICAS E

HEMATOLOGICAS

Funcao renal
Funcao pancreatica
Efeitos no figado

HEMATOCRITO,

HEMOGLOBINA,

NEUTROFILOS,
LINFOCITOS

UREIA, CREATININA,
SODIO:;
ALT, AST,
BILIRRUBINA:
AMILASE E GLICOSE




rFrCouU UDUUO UNRNUAUO C
ANALISES

Vd

Disseccao dos orgaos dos animais, para
tomada de peso e exames histopatologicos.

Fixar em formalina a 10%.

‘ " ' 0o 0 t




Journal of Ethnopharmacokogy 142 (2012) 481-487

Contents lists available at SciVerse ScienceDirect s" bk |
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OBJETIVOS

Tropaeolum majus: chaguinha, capuchinha=
disturbio cardiovascular, asma, constipacao.

Avaliar a toxicidade oral apds tratamento
subcronico com HETM( extrato hidroetanolico)
em ratos Wistar machos e fémeas, através de
sinais clinicos de toxicidade sistémica e
parametros bioguimicos, hematologlcos e
histopatologicos.




DOSES E TRATAMENTOQOS:
Ratos Wistar

ANEIRIUI2I@ISM . Grupo controle: agua

destilada
MACHOS « 3dose de HETM ( 75,

G0l 375 e 750 mg/kg)

INEIRIUI2I@IS - Grupo controle: agua

FEM EAS destilada
 3dose de HETM ( 75,

( n=10) 375 e 750 mg/kg)

28 DIAS




Analise histopatoldgica e peso dos orgaos
Figado
Rins
baco

Peso relativo ( %): peso de cada orgao x 100/
peso do animal.



-
Mediatdesvio padrao
ANOVA
pP< 0,05
Grandprism 5.0



RESULTADOS
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Fig. 2. Body welght gain (%) In female Wistar rats during treatment with HETM or

1. Body weight gain (%) in male Wistar rats during treatment with HETM or
s P ing vehicle for 28 days. Each point represents mean +SEM.

vehicle for 28 days. Each point represents mean + SEM.

PESO DOS ANIMAIS



Peso relativo dos orgaos
-

Table 1
Effects of HETM an relative organs weight of male and female Wistar rars

Vehicle HETM { mg kg'dany )
75 75 750

Male (=10 (= 10] (=T (=10
Liver [ %) 288 +0.11 276+ 005 264 + 007 297 + 007
Kidneys (%) 0.32 + QD1 0,33 + 0UD1 32 + 0uD1 0.34 + 0u1
Spleen (X 0.32 + Qg 034 + U0 Q28 + 0uD1 030 + 0B
Female (=10 (= 10] ) (=10
Liver [ %) 3.42 + 00D 362+ 0.14 140 + 012 327 +0.10
Kidneys (%) 0.33 + Qo1 034+ 0UD1 Q33 + 0uD1 033 + Ul
Spleen (X 0.35 + QD1 0,35 + 002 Q37 + 0uD1 0.35 + 0uD1

Walses are means +5F M.




Table 2

Effects of HETM on hematological parameters of make Wistar rats.

Vehicle (n=7*) HETM ( my/kg/day)

75(n=7%) 375 (n=6") 750(n~8")
RBC (10%/mL) 824 +010 841+0.14 B46+0.3 BAB+Q16
Hemoglobin (giml) 15.1+023 1614028 158+02M 156+025
Hematoenit (%) 4654+1.74 490+145 473+1.13 463+15
MoV () 56.5 +2.57 583+185 560+16 546+14
MCH (pg) 18.0 +032 19.14030 186+006 184+028
MCHC (%) 323+148 331+1.19 334408 340+1.14
Platelets( 107 /mm”) 638 +285 677+484 667+396 758+547
WEC (107/mm’) 551 =084 4844047 57107 530+049
Neutrophils (%) 234+337 217+136 235+182 254+28
lymphocytes (%) 706+ 183 713+160 688+130 668+19%
Monocytes (%) 471 +099 500+146 6174095 675+16
Ecsinophils (%) 129 +052 086+026 150+043 1.13+030

Values are means + S EM.

* The number of animals was reduced due to formation of micro clots in same
samples making them Inappropriate 1o analysis,

hematopoiese e
percentual de
celulas
sanguineas,

auséncia de
anemia- baixa
toxicidade ao
sistema sanguineo



Sob condicOes experimentais, nao
iInduzem toxicidade nos Orgaos: auséncia
de alteracao na creatinina.

Table 5
Hfects of HETM on biochemical parameters of female Wistar rats.
Vehicle HETM (mg/kg/day)
(1w 10)

75 (n=10) 375 (n=10) 750 (n=10)
Glucose (mgidL) I1E+7.13 121 +934 105 +5.18 118 +756
Amylase (UJL) 582 +263 550+198 538 +292 584 +273
Urea ( mg/dL) 465 +260 412+241 450+358 425+271
Creatinire (mg/dL) 061 +0.06 056 +0.02 058 = 0.8 063 +001
Uric acid (mg/dlL) 137 +025 116 +0.11 1324009 1.19 =005
Potassium (mEqiL) 559+020 555 +025 525+023 491 +0.11
Sodium (mEyl) 147 =225 144 = 1.16 145 = 1.72 143 = 145
Total protein (g/dL) 586 +020 6.13+0.19 654 +0.16 6825 +0.14
Albumin (gidlL) 385+005 356 +007 4.08 =006 4.05 =006
Globulin (g/dL) 201 +0.17 217 +0.14 246+0.13 220+ 0.10
Alkaline phosphatase (UfL) B76+117 97.7 +98 882+79 570+123
Triglycerites (mg/dl) 514 +445 512+442 459 =556 479+392
Total bilirubin (mg/dL) 024 +0.04 022 +0.02 021 +0.03 0.18 +0.01
Direct bilirubin (mgidL) 0.14 + 003 0.15 +0.02 0.14 +038 0.10 +0.01
Indirect bilirubin (mg/dl) 0.09 +0.03 007 +0.01 0.06 +0.01 0.08 +0.01
AST (U/L) 144 =204 138 +964 121 +653 127 +5.09
ALT (U/L) 468 + 384 449 +151 472 +329 454 + 288
Total cholesterol ( mg/dL) 638+3.01 649 +4.15 667 +224 624+236
HDL-<cholesterol (mg/dL) 370+ 155 397 +2.16 424+105 389+ 141

Valpes are means + SEM.



CONCLUSOES

Auséncia de toxicidade oral devido ao
tratamento subcronico com HETM, sob estas
condicOes( hepatotoxicidade e
nefrotoxicidade)

Mais estudos pre-clinicos devem ser feitos:
toxicidade cronica, reprodutiva e estudos
genotoxicos.

Estudos clinicos complementares para avaliar
a seguranca do uso em humanos.



-
7 OBRIGADA



