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RESUMO

Nos Ultimos anos vem crescendo a utilizagdo de derivados de plantas como medicamentos antineoplésicos, sendo
gue a obtencg&o dos extratos de tais plantas auxilia no tratamento das mais diversas patologias. Neste estudo foi
avaliada a atividade citotoxica in vitro do extrato da Bauhinia glabra sobre as células linfocitarias normais, tendo
em vista a toxicidade dos fArmacos convencionais. O uso de novas terapias para o tratamento do cancer, como,
por exemplo, a utilizacdo dos fitoterapicos pode vir a ser uma alternativa, visto seus efeitos colaterais mais
brandos quando comparados com os tratamentos convencionais. As células foram obtidas através do creme
leucocitario (buffycoat) obtido apds centrifugacdo de amostras de sangue periférico. As células mononucleares
foram separadas por gradiente de densidade e a por¢do na qual estdo presentes os linfocitos foi cultivada in vitro
na presenga de 50pg/mL e 100pg/mL do extrato da planta. Foram observadas as curvas de crescimento celular
apos 48 horas de incubagdo das células mononucleares suplementadas com 10% de soro bovino fetal e diferentes
concentragdes do extrato de Bauhinia glabra. O cultivo foi realizado em pocgos de placas estéreis, incubadas a
37°C por 2 dias. Todo o processo foi monitorado por contagens de célula em hemocitdmetro. Ap6s a analise dos
dados foi verificado que as concentragdes de 50pug/mL e 100pg/mL do extrato parecem néo ter exercido qualquer
efeito sobre a viabilidade das células cultivadas (p = 0,668 e 0,759 respectivamente). Apesar da baixa toxicidade
em células linfocitérias sadias, ndo é possivel afirmar que o extrato ndo teria alguma agdo sobre o equivalente
neoplésico das células linfocitarias, uma vez que diferentes mecanismos moleculares governam tais células.

Palavras-chave: Citotoxicidade, Bauhinia glabra, células, tratamento.

ABSTRACT

In recent years growing use of plant-derived anticancer drugs such , and obtaining the extracts of such plants
aids in the treatment of several pathologies. This study will evaluate in vitro cytotoxic activity of Bauhinia
glabra on normal lymphocytic cells. In view of the toxicity of conventional drugs the use of new therapies for the
treatment of cancer, such as the use of herbal medicines may prove to be an alternative, as its minor side effects
compared with conventional treatments. The cells are obtained from buffycoat obtained after centrifugation of
peripheral blood samples. Mononuclear cells will be separated by density gradient and the portion in which are
present in lymphocytes is stimulated in vitro with phytohemagglutinin (PHA ) . Be observed growth curves cells
after 48 hours of incubation of the mononuclear cells supplemented with 10% fetal bovine serum and different
concentrations of the Bauhinia glabra extract . The cultivation is carried out in sterile wells plates, incubated at
37 ° C for 2 days . The entire process is monitored by cell counting by hemocytometer . After the data analysis it
was verified that the concentrations of 50ug/mL and 100ug/mL extract appear to have exerted any effect on the
viability of cultured cells (p = 0.668 and 0.759 respectively). Despite the apparent lack of action on healthy
lymphocyte cells, we can’t say that the statement would not have any action on the equivalent neoplastic
lymphocytic cells, since different molecular mechanisms governing such cells. The use of new therapies for the
treatment of cancer, such as herbal medicines may prove to be an alternative in view of their mild side effects
when compared with conventional treatments.
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INTRODUCAO

O céncer é caracterizado como uma proliferacdo celular maligna que advém da ruptura
do equilibrio entre a apoptose e a proliferacdo celular, na qual células neoplasicas aumentam a
proliferacéo celular e se evadem da apoptose®. As alteracdes moleculares que originam as
neoplasias podem estar relacionadas com o0 meio ou ter origem hereditaria e estdo
relacionadas com genes que regulam o ciclo celular. Com a proliferagdo celular ocorre a
necessidade da formacao de novos vasos sanguineos para nutrir tais células, que se acumulam
formando massas e dando origem aos tumores, estes podem ou ndo migrar para outros locais

disseminando-se pelo organismo, em um processo denominado metéstase™?.

O tratamento farmacoldgico deste tipo de doenca tem como objetivo eliminar as
células neoplésicas para que o organismo volte a produzir células normais. Os protocolos de
tratamento do céncer sdo realizados em multiplas etapas e tém como objetivo restaurar a
normalidade morfolégica e numérica das células. Apds a poliquimioterapia (associacdo de
varios medicamentos antineoplasicos) o resultado esperado é o desaparecimento das células
anormais, ou seja, quando os exames de sangue ou imagem ndao mostram mais indicios de
células alteradas ou da presenca de tumores. Apesar da aparente normalidade, € sabido que
ainda podem restar no organismo células doentes, sendo necessario muitas vezes dar
continuidade ao tratamento para que nao haja recaida. Sendo assim o tratamento segue com
outros protocolos farmacoldgicos de acordo com cada tipo de cancer®.

Apesar de bem estabelecidos os protocolos de tratamento para o cancer, inimeros
pacientes ndo conseguem completar todas as fases e células residuais resistentes aos
tratamentos propostos acabam por levar a progressdo da doenca. Devido a isso a comunidade
cientifica continua a buscar novas alternativas de tratamento para combater células
neoplésicas, sejam elas residuais ou ndo. Como padrdo, os primeiros testes de avaliacdo de
uma nova molécula ou substancia quanto a sua atividade antineoplésica € testa-la em doengas
faceis de serem reproduzidas ou mantidas in vitro, tais como as leucemias, conhecidas como
neoplasias do tecido sanguineo.

A utilizacdo de derivados de plantas como potenciais medicamentos antineoplasicos so
vém aumentando nos ultimos tempos, tendo muito ainda que se descobrir quanto ao aspecto
farmacolégico desses vegetais®®.

A utilizacdo de extratos vegetais das mais diferentes origens auxilia no tratamento de
diversas patologias e a utilizacdo dos mesmos baseia-se frequentemente em conhecimentos

populares. Usualmente de baixo custo e de facil obtencdo, e sabendo-se h4 muito das suas
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possiveis propriedades terapéuticas, bioldgicas e tdxicas, muitos destes extratos vém sendo
utilizados como fonte de potencias substancias ou moléculas terapéuticas®.

Com este estudo, pretende-se avaliar o potencial de acdo da Bauhinia glabra,
pertencente ao género Bauhinia, sobre células linfocitarias normais e leucémicas. Tal género
pertence a tribo Cercideae, familia Leguminose e subfamilia Caesalpinioideae. Popularmente
a Bauhinia glabra € chamada de cip6-de-escada, ocorrendo principalmente em 4areas
tropicais®”®. Especificamente sobre a Bauhinia glabra muita pouca informagéo é disponivel
quanto ao seu potencial citotoxico, contudo outras espécies do género tém demonstrado dados
interessantes quanto aos seus efeitos bioldgicos.

Uma vez verificada a acdo bioldgica de varias espécies do género Bauhinia, e o
potencial de acdo deste género sobre células neoplasicas, o presente estudo tem como objetivo
verificar a acdo citotoxica in vitro do extrato alcoolico a quente da casca de Bauhinia glabra
sobre células linfocitarias isoladas de individuos saudaveis, para posterior estudo em seus

equivalentes neoplasicos.

CASUISTICA E METODOS

Este projeto trata-se de um estudo experimental in vitro para avaliar o potencial
citotoxico do extrato da Bauhinia glabra sobre células linfocitarias normais. O estudo foi
realizado nas Faculdades Integradas do Brasil (Unibrasil), em parceria com um hospital
oncologico de Curitiba-PR.

Neste estudo foram incluidos dois voluntarios, com idade entre 22 e 23 anos,
saudaveis, e que se propuseram a doar sangue. Foram considerados individuos sadios
aqueles que atendessem aos critérios para doar sangue em agéncias transfusionais de acordo
com a portaria do Ministério da Sadde n.1353 de 13 de junho de 2011,

O presente projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Liga Paranaense
de Combate ao Céncer, e ap6s aprovacdo do mesmo as amostras foram coletadas. Todos 0s
pacientes incluidos no estudo assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
(Apéndice I)

Foram coletadas amostras (10mL) de sangue de cada voluntario. Estas foram
colocadas em tubos contendo heparina, sendo posteriormente centrifugadas por 25 minutos a
2000 rotagdes por minuto (rpm). O plasma foi descartado e com o auxilio de uma pipeta
Pasteur foi coletado o creme leucocitario (buffycoat), passando 0 mesmo para um tubo Falcon

de 15mL no qual foi adicionado a 9mL de solugéo salina tamponada (PBS).
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Em um tubo Falcon de 15mL contendo uma aliquota de 3mL de Ficoll-
Paque™PLUS (Amersham, Biosciences) 1,077g/cm?, foi vertido cuidadosamente o contetido
do tubo anterior, sendo o mesmo centrifugado por 30 minutos a 1000rpm, para obten¢do das
células mononucleares (linfocitos e monaocitos). Com uma pipeta Pasteur foram removidas as
células mononucleares e em seguida as mesmas foram lavadas em PBS, seguido de
homogeneizacédo e centrifugacdo por 5 minutos a 2500rpm. Repetiu-se este procedimento por
trés vezes para lavagem das células e apds ultima lavagem as células foram enumeradas com
auxilio de um hemocitdmetro (cAmara de Neubauer) e sua concentracdo ajustada para 10°
celulass/mL em meio de cultivo RPMI 1640 (Cultilab), para posterior plaqueamento. A
viabilidade celular dos linfocitos isolados para o ensaio foi avaliada com azul de tripano a
0,4% (p/v), e apenas amostras com viabilidade superior a 90% foram preparadas para o
cultivo.

O extrato alcodlico a quente da casca da Bauhinia glabra foi fornecido pelo
laboratério de Fitoquimica da Universidade Federal do Parana. Posteriormente foi
transfigurado, utilizando-se 5mg do extrato bruto diluindo 0 mesmo em 1mL de DMSO.

A influéncia do extrato da Bauhinia glabra sobre proliferacdo de linfécitos humanos
foi investigada por meio de curvas de crescimento celular determinadas ap6s 48 horas de
incubacdo. Células mononucleares (2x10°células) foram ressuspensas em RPMI 1640
suplementado com 10% de soro bovino fetal, penicilina 100 U/mL e estreptomicina 100
pug/mL, foram adicionadas a pogos de placas estéreis de 24 cavidades. As células foram
incubadas a 37°C por 48 horas, em atmosfera de 5 a 10% de CO, na presenca do extrato de
Bauhinia glabra em concentragfes de 50ug/mL e 100ug/mL, assim como na auséncia do
extrato (grupo controle) e estimulados pela presenca de 10% de fitohemaglutinina - PHA
(controle positivo). Os cultivos tanto dos controles quanto dos testes foram realizados sempre
em duplicata. Todo o processo foi monitorado por contagens de célula em hemocitémetro
(cadmara de Neubauer).

Antes da realizacdo do experimento propriamente dito foi necessario validar a
contagem manual de células. Para tal, 10pL de sangue periférico de individuos saudaveis
foram adicionados em 190uL do liquido de Turk, prosseguindo a contagem das células
leucocitarias desta diluicdo em hemocitdmetro. Em cada experimento, 6 contagens deveriam
ser realizadas com a mesma diluigdo. A técnica foi considerada validada quando se obteve
trés experimentos com contagens dentro de dois desvios padrfes e coeficiente de variacdo
inferior a 10%.

Os resultados foram apresentados atraves de estatistica descritiva simples (média e
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desvio padréo), em que se realizaram 0s ensaios sempre em duplicata, utilizando amostras
normais com e sem o extrato de planta. O efeito citotoxico foi avaliado através do indice de
citotoxicidade (IC) adaptado (GAINES )%, em que a média aritmética das duplicatas dos

valores obtidos por ensaio foram aplicadas como a seguir:

IC = n° células no teste / n° células no controle

Para andlise estatistica dos resultados foi utilizado o teste t. Valores de p< 0,05 foram
considerados estatisticamente significativos.

RESULTADOS

Diante dos resultados mostrados na figura 1 podemos avaliar que, durante o
procedimento de validagdo das contagens manuais do manipulador, todas elas ficaram dentro
de dois desvios padrdes e o coeficiente de variacdo das trés contagens mostrou-se abaixo de
10%. Quatro ensaios foram realizados e os trés ultimos, apresentados na figura 1,

considerados satisfatorios, viabilizaram o seguimento dos cultivos para o estudo.
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Figura 1: Média, desvio padrdo e coeficiente de variacdo das 6 contagens celulares de cada um dos 3 ensaios em
hemocitdmetro para validacdo do manipulador. Sdo apresentados apenas os trés Gltimos ensaios realizados
durante a padronizacgdo: ' - ensaio 2, [ - ensaio 3 e - ensaio 4.

A partir dos resultados demonstrados nas figuras 2 e 3, pode-se concluir que a
fitohemaglutinina (PHA) funcionou como um controle positivo, como se previa, e as células
na sua presenca aumentaram em quantidade quando comparadas com o controle, fato este
podendo ser confirmado quando se observa o valor de p de 0,01 (teste t). Ja as concentracdes

do extrato da Bauhinia glabra mostraram ndo ter efeito sobre as células, uma vez que os

Cad. da Esc. de Saude, Curitiba, V.1 N.13: 79-92

83



Krisala Fernanda Costa Ferreira e Jeanine Marie Nardin

valores de p encontrados foram de 0,668 e 0,759 para as concentragdes de 50pg/mL e
100ug/mL respectivamente. Ou seja, 0 extrato ndo exerceu efeito toxico, e nem proliferativo,
em nenhumas das concentracGes avaliadas.

Os resultados teriam alguma consisténcia quanto a acdo da Bauhinia glabra sobre as
células linfocitérias caso o valor do indice de citotoxicidade fosse inferior a 1, o que
significaria que o extrato teria sido citotoxico para as células (valores acima de 1 indicariam

aumento na proliferacdo celular, como indicado para a PHA).
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Figura 2: As colunas indicadas representam a média das duplicatas de cada ensaio. A coluna azul indica o
controle, no qual as células foram cultivadas em condigdes ideais contendo o meio de cultivo (RPMI),
antibiotico e as células. A coluna vermelha representa o teste com fitohemaglutinina (PHA), consistindo num
meio com concentracdes favordveis para a proliferagdo celular. A coluna verde indica o teste contendo as
células, o meio RPMI, antibidtico e a concentracdo de 50ug/mL do extrato de Bauhinia glabra. A coluna roxa
representa o pogo contendo a célula, o meio RPMI, antibidtico e a concentragdo de 100pg/mL do extrato de
Bauhinia glabra.
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Figura 3: O gréfico foi construido conforme a férmula IC = n° células no teste / n° células no controle. O
numero de células indicado na formula é a media das células contadas em todos os ensaios (para cada grupo). As
linhas negras indicam o desvio padrdo. O teste estatistico aplicado foi o Teste t, valores de p <0,05 foram
considerados estatisticamente significativos. O grafico representa o indice de citotoxicidade do extrato.

DISCUSSAO
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Sabe-se que o mercado consumidor de ervas medicinais e vegetais movimenta em
torno de 18 milhdes de euros, o que mostra que plantas desempenham um papel importante na
economia e na comunidade medica. Um em cada quatro farmacos usado em qualquer
farmacia tem um ingrediente ativo derivado de uma planta®V.

Com o atual interesse no desenvolvimento de pesquisas sobre plantas medicinais é
importante conhecer o potencial citotoxico e a real eficicia das plantas que sdo popularmente
utilizadas para o tratamento das mais variadas doencas. Quando ndo se conhece os efeitos
toxicos, a inclusdo de protocolos de citotoxicidade e toxicidade se fazem necessarios, pois sdo
(iteis na determinacéo do potencial téxico™?.

Para avaliagdo da citotoxicidade do extrato da Bauhinia glabra sobre linfdcitos
humanos, os mesmos foram cultivados durante 48h em RPMI suplementado com 50 e
100pg/mL do extrato diluido em DMSO. Os resultados mostrados na figura 3 indicaram que,
nas concentracdes testadas, o extrato alcodlico a quente da casca da Bauhinia glabra néo
demonstrou citotoxicidade in vitro para os linfécitos normais.

Contudo, tais resultados ndo podem predizer que o extrato ndo seria efetivo em
equivalentes linfocitarios neoplasicos, uma vez que 0s mecanismos moleculares que regem
tais células séo diferenciados.

Potencialmente todos os tecidos do organismo humano seriam capazes de desenvolver
cancer, dentre eles o tecido hematopoiético. Acredita-se que todas as células sanguineas
derivam de uma unica célula e, a partir desta, se proliferam e formam a linhagem sanguinea

de células linféides e de células mieldides™,

As leucemias, neoplasias do tecido
hematopoiético, sdo divididas de acordo com o tipo celular atingido e o grau de maturacéo da
célula afetada, as mais comuns sdo aquelas que afetam as células precursoras mielGides e
linféides, que se subdividem em agudas ou cronicas?. As leucemias linfoides sdo causadas
pela proliferacdo maligna de células precursoras linfocitarias na medula 6ssea, ja as leucemias
mieldides iniciam-se pela proliferacdo das formas precursoras de granul6citos, mondcitos,
megacariécitos e eritrocitos®.

As leucemias ainda sdo consideradas doencas incuraveis, pois mesmo com o
tratamento farmacoldgico podem restar no organismo muitas células leucémicas (doenca
residual), obrigando o paciente a continua-lo para que ndo haja uma recaida®. O tipo do
tratamento depende do tipo de leucemia, se aguda ou crénica, do estadio clinico, da idade do
paciente, presenca de sintomas e sinais de atividade da doenca®®.

Um das principais dificuldades do manejo das terapias antineoplasicas é a toxicidade

associada a tais farmacos. A toxicidade dos quimioterapicos esta relacionada com a dose,
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idade do paciente, estadio clinico da doenca, podendo ser dividida em aguda e tardia. Os
quadros de toxicidade podem ser mais brandos com o uso associado de outros farmacos
adjuvantes, como 0s antieméticos, porém, mesmo com 0 uso criterioso destes farmacos, a
toxicidade € apenas amenizada e 0 paciente ainda assim apresenta sinais muitas vezes
limitantes da terapia, tais como nauseas, vOmitos, supressdo da medula éssea, toxicidade
pulmonar, neurotoxicidade, plaguetopenia, imunossupresséo dentre outros™".

O uso de novas terapias para o tratamento do cancer, a exemplo os fitoterapicos, pode
vir a ser uma alternativa, tendo em vista seus efeitos colaterais mais brandos quando
comparados com 0s tratamentos convencionais.

O extrato da Bauhinia glabra, testado no presente estudo em celulas linfocitarias
normais, nao apresentou citotoxicidade para as mesmas, porém pode vir a apresentar atividade
citotoxica em células leucémicas, sabido da atividade antineoplésica de outras espécies do
género Bauhinia. E preciso testar o extrato da Bauhinia glabra em células leucémicas visto
que ndo existem estudos desta espécie demonstrando atividade anticarcinogénica e
antimutagénica.

Na medicina indiana a casca da Bauhinia variegata é utilizada para o tratamento de
varias doengas, ja a fervura das raizes é utilizada para disturbios de digestdo e age também
como antidoto para veneno de cobrat®®.

Das sementes da espécie Bauhinia bauhiniodes foram obtidos inibidores de peptidases,
elementos essenciais no processo de invasdo tecidual e formacdo de metastases. Com acoes
inibidoras em cisteina e serino peptidases, e denominadas inibidoras de calicreina e
cruzipaina, tais moléculas mostraram-se eficientes em inibir a elastase dos neutréfilos, a
calecreina plasmatica, assim como a plasmina. O efeito de tais inibidores sobre a viabilidade
celular de tumores com capacidade de crescimento e invasdo a outros tecidos foi comparado
com a citotoxicidade de farmacos antineoplasicos, como o 5-fluorouracil. O inibidor da
cruzipaina inibiu 40% da linhagem mais invasiva de células gastricas, mostrando-se mais
eficiente que o 5-fluorouracil. Mesmo em altas doses ambas ndo interferiram na proliferacdo
das células tronco da lamina basal e, desta forma, os inibidores da calecreina e da cruzipaina,
obtidas das sementes da Bauhinia bauhiniodes, possivelmente blogueiam a atividade de
peptidases, podendo ser uma forma alternativa de tratamento para pacientes resistentes ao 5-
fluorouracil®.

Outro representante do género, a Bauhinia purpdrea, € uma espécie com distribuicdo
nos paises asiaticos, utilizada para tratar doengas como o cancer gastrico e ulceras, utilizando-

se a raiz, casca, caule e folha. Foi estudada a atividade antillcera do extrato da Bauhinia
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purpurea, obtido através da extracdo de folhas da planta. O extrato foi administrado em ratos
por via oral apés jejum de 24 horas. Os animais foram submetidos a etanol absoluto ou
inducdo de Ulcera gastrica pela acdo da indometacina e ensaios de ligacdo do piloro apos 30
minutos. Para avaliacdo da toxicidade foi utilizado uma Gnica dose do extrato de 5g/kg e 0s
animais foram observados por 14 dias. O extrato ndo produziu nenhum sinal de toxidade nos
animais, o mesmo exibiu atividade antiulcerogénica para 0 modelo induzido pelo etanol, e
também aumentou a produtividade do muco na parede géastrica e 0 pH do suco gastrico de
forma significativa. No ensaio de ligacao do piloro, o volume total de acidez do suco gastrico
foi reduzido. Assim sendo, o extrato mostrou possuir atividades antitlcera, anti-secretora e
citoprotetora, podendo este fato estar correlacionado com a presenca de flavonoides e
taninos®?.

Extratos da casca e do caule da Bauhinia racemosa também foram avaliados quanto ao
potencial efeito antineoplésico. A planta foi avaliada contra o carcinoma de Ehrlich, uma
neoplasia epitelial maligna transplantavel em modelos animais®’. Foi avaliada a atividade
antitumoral e a capacidade antioxidante do seu extrato metanolico (50, 100 e 200mg/kg). Em
analise da toxicidade aguda e de curta duracdo, verificou-se a seguranca do extrato metandlico
da planta. Posteriormente a inoculacdo do tumor, o extrato foi administrado diariamente por
14 dias e, depois de administrada a Ultima dose apds 18 horas de jejum, os ratos foram
sacrificados para analise da atividade antitumoral. O extrato exibiu efeito no crescimento do
tumor, na vida Gtil do hospedeiro e também apresentou alteracdes no perfil hematoldgico e no
perfil bioguimico hepético. Foram verificadas reducdes no volume do tumor, no volume
globular, na contagem de células viaveis e, sobretudo, um aumento na contagem de células
invidveis, assim como também aumentou a vida Util dos camundongos portadores do tumor.
O tratamento diminuiu os niveis de peroxidacdo lipidica e aumentou os niveis de glutationa,
superéxido desmutase e catalase. Por tal efeito foi demonstrado que o extrato exibiu efeito
antitumoral modulando e aumentando o sistema de defesa antioxidante nos camundongos
portadores do carcinoma de Ehrlich®?.

Destacando-se no estudo em questdo o fato de a espécie Bauhinia glabra ndo ter
apresentado citotoxicidade para as células normais, vindo a apresentar citotoxicidade para
células leucémicas, a mesma torna-se segura, levando em conta que produzira maiores danos
as celulas malignas do que as normais. Uma substancia que ndo é toxica para as células
normais pode vir a ser toxica para células neoplésicas, visto as diferencas bioquimicas e o
crescimento de ambas, que quando combinados geram seus efeitos. Cada célula possui seu

DNA que ird imprimir formas determinadas de RNA transportador, RNA ribossomico e RNA
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mensageiro, e com isso distingue qual enzima seré responsavel pelo estimulo na célula. As

enzimas empregam funcgdes vitais as células, como sua proliferacdo e até mesmo sua funcéao

celular em que um desequilibrio nesse processo resultara em alteracfes, sendo neste

mecanismo celular alterado que os farmacos interferem @2,

CONCLUSAO

Sabido que outras espécies do género Bauhinia exercem atividade antineoplasica, e

sabendo que a espécie Bauhinia glabra ndo apresentou citotoxicidade em células normais, isto

vem a torna-la uma alternativa para ser avaliada em células leucémicas, podendo ser uma

0pcAo para o tratamento contra o cancer.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto: “Avaliacado In Vitro da Citotoxicidade de Extrato de Plantas Medicinais em
Células Leucémicas”

O projeto em questdo visa avaliar a acdo benéfica do extrato de plantas medicinais
sobre as células afetadas pela leucemia. Para que a avaliacdo seja realizada necessita-se de
amostras de sangue.

Para a realizacdo do projeto necessita-se da coleta de 6mL de sangue, este que sera
coletado através de puncdo periférica no antebrago, podendo também ser utilizado o sangue
oriundo de coletas rotineiras. Os riscos para 0 paciente sdo 0s mesmos que o de uma coleta de
sangue periférico rotineiro, podendo originar hematomas e dor no local da puncéo.

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela
pesquisa para esclarecimento de eventuais davidas. O principal investigador é a Farm. Jeanine
Marie Nardin que pode ser encontrado no endereco Rua Dr. Ovande do Amaral, 201. Jardim
das Américas — Curitiba — PR — CEP: 81520060, Telefone (41) 3361-5195. Se vocé tiver
alguma consideracdo ou divida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de
Etica em Pesquisa (CEP), no Hospital Erasto Gaertner — Rua Dr. Ovande do Amaral, 201 —
Bairro Jardim das Américas — Fone: (41) 3218-0324.

E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de
participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na Instituicao.
As informacOes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros pacientes, ndo sendo
divulgada a identificacdo de nenhum paciente

O paciente tem o direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das
pesquisas, quando em estudos abertos, ou de resultados que sejam do conhecimento dos
pesquisadores. Ndo havera despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo,
incluindo exames e consultas. Também ndo ha compensacdo financeira relacionada a sua
participacdo. Se existir qualquer despesa adicional, ela sera absorvida pelo orcamento da
pesquisa.

Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou tratamentos
propostos neste estudo (nexo causal comprovado), o participante tem direito a tratamento
médico na Instituicio, bem como &s indenizacbes legalmente estabelecidas. E de
compromisso do pesquisador utilizar os dados e o material coletado somente para esta
pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacgdes que li ou que
foram lidas para mim, descrevendo o estudo “Avaliacdo In Vitro da Citotoxicidade de
Extrato de Plantas Medicinais em Células Leucémicas”.

Eu discuti com as alunas Krisala F. C. Ferreira e Ligia Zandona sobre a minha decisao
em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo 0s propositos do estudo, 0s
procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha
participacdo é isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar
quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o
meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o0 mesmo, sem penalidades ou
prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento
neste Servico.
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Assinatura do paciente/representante legal

Assinatura da testemunha

Assinatura do Pesquisador

Data / /
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92

Cad. da Esc. de Saude, Curitiba, V.1 N.13: 79-92



