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RESUMO

A Vatairea guianensis (Fabaceae), conhecida popularmente como “faveira”, “fava-impigem”,
é uma espécie originaria da regido amazonica e bastante utilizada na medicina tradicional no
tratamento de dermatoses superficiais. Para avaliar a seguranca no uso destaespécie e também
visando cumprir etapas obrigatdrias para o registro de um possivel fitoterapico,0 objetivo
deste trabalho foi estimar a toxicidade pré-clinica aguda do extrato hidroalcodlico das
sementes de V. guianensis (EHVG). Para tanto realizou-se umteste preliminar de
citotoxicidade do extrato frente a Artemia salina Leachpara obtencdo daconcentracéo letal
mediana(CLsp)e em seguida avaliou-se a toxicidade aguda conforme preconizado na
RE90/2004 da Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria- ANVISA. Para oestudo de
toxicidade aguda, foram utilizados 24ratos Wistar de ambos os sexos (Ratos Norvegicus
Albinus) os quais receberam agudamente o EHVG (2000 mg/kg, v.0). Sinais gerais de
toxicidade, bem como a evolucdo ponderal, consumo de &gua e ragdo e evidenciacdo do poder
letal do extrato foram observadosdurante 14 dias ap6s a exposicdo. No 15 dia o sangue dos
animais foi coletado com a finalidade da determinacdo de pardmetros hematoldgicos e
bioquimicos, sendo posteriormente sacrificados para analise macroscdpica, célculo da massa
relativa e exame histopatologico de 6rgdos vitais (coracdo, figado, pulmdes e rins). A CLsg
determinada através do bioensaio em A. salina foi de2692,39 pg/mL, sugerindo que o
EHVGtem baixa toxicidade.O extrato de V.guianensis ndo induziu morte nos animais,
alteracbes comportamentais evidentes nem modifica¢Ges significativas no consumo de agua e
racdo quando comparados com o grupo controle. A evolucdo ponderal mostrou-se
diferenciada entre os machos do grupo teste em relacdo ao controle, bem como as massas
relativas docoracdo (**p <0,01), figado (*p < 0,05) e rins (*p < 0,05).Operfil hematoldégico
apresentadomostrou apenasuma diminuicdo significativa na contagem diferencial dos
segmentados dos animais machos (20,17+1,51;8,83+1,70-p=0,0005***) e fémeas
(26,00+2,39; 13,17+1,25-p=0,0008***) e aumento dos linfcitos em machos (76,33+1,20;
87,83+2,09- p=0,0008***) e fémeas (70,00+£2,45; 83,17%1,62-p=0,0012**) do grupo
teste.Dos parametros bioquimicosanalisados a enzima alanina aminotransferase (ALT),
apresentou-se reduzida tanto em machos (115,7+18,9; 65,3+6,5- p=0,0440*) como em fémeas
(139,7£20,7; 80,3£10,2-p=0,0424*) a fosfatase alcalina (168,3+£32,9;80+10,3- p=0,0416%),
bilirrubina total (0,6+0,04; 0,8+0,03- p=0,0061**)e bilirrubina indireta(0,33+0,03;
0,55+0,04- p=0,0025**) mostraram-se alteradas apenas nas fémeas que receberam o EHVG e
a glicose mostrou-se reduzida nos machos tratados (161,7+5,0; 125,4+8,92- p=0,0238*). A
avaliacdo macroscopica com caracteristicas normais, ocorreu reducdo da massa relativa (%)
do coracdo, figado e rins dos machos tratados e asanaliseshistopatolégicas apresentaram-
secom alteracbes ndo significativas para figado e rins.De acordo com o conjuntodos
resultados obtidos neste experimento, notou-se uma sensibilidade diferenciada entre 0s sexos
para 0 EHVG em variados parametros, porém podemos inferir que tal extrato apresenta baixa
toxicidadequando da exposicdo aguda via oral (2000mg/kg).Entretanto, estudos
complementares de toxicidade sub-crénica e cronica sdo necessarios para uma melhor
elucidacéo do perfil toxicologico da espécie.

PALAVRAS CHAVES: Plantas Medicinais, Toxicidade Pré-Clinica, Vatairea guianensis.



ABSTRACT

Vatairea guianensis (Fabaceae), popularly known as “faveira” and “fava-impigem”, is an
original species of the Amazon region and widely used in folk medicine in the treatment of
superficial dermatoses. For evaluating the safe use of this species and also in order to comply
steps required for the registration of a possible herbal medicine, the aim of this study was to
estimate the preclinical acute toxicity of the hydroalcoholic extract of the seeds of V.
guianensis (EHVG). Therefore, a preliminary cytotoxicity test of the extract using Artemia
salina Leach was conducted to obtain the median lethal concentration (LCsp).Then it was
evaluated the acute toxicity as established in the RE 90/2004 of the Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA). For the acute toxicity study, it was used 24 Wistar rats
(Rattus norvegicus albinus), which acutely received the EHVG (2000 mg/kg, po). General
signs of toxicity, as well as weight gain, water intake, feed intake and disclosure of the lethal
power of the extract were observed for 14 days after exposure. On the 15" day, blood samples
of the animals were collected for the purpose of determination of hematological and
biochemical parameters, and then they sacrificed for macroscopic analysis, calculation of the
relative mass and histopathological examination of vital organs (heart, liver, lungs and
kidneys). LCso determined by bioassay using A. salina was 2692.39 pg/mL, suggesting that
the EHVG has low toxicity. The extract of V. guianensis did not induce death in the animals,
behavioral changes or significant changes in water intake and feed intake when compared
with control groups. The weight gain proved to be different between males of the test and
control groups, as well as the relative messes of the organs (heart **p < 0.01, liver *p < 0.05
and kidneys * p <0.05). The blood profile showed significant decrease in the differential
counting of segmented cells of males (20.17 £ 1.51; 8.83 + 1.70 — p = 0.0005***) and females
(26.00 + 2.39; 13.17 £ 1.25 — p = 0.0008***) and increase in lymphocytes of males (76.33 =
1.20; 87.83 + 2.09 — p = 0.0008***) and females (70.00 + 2.45; 83.17 £ 1.62 — p = 0.0012*%*)
in the test group. Biochemical parameters of the enzyme alanine aminotransferase (ALT)
appeared reduced in both males (115.7 £ 18.9; 65.3 + 6.5 — p = 0.0440*) and females (139.7
20.7; 80.3 £ 10.2 — p = 0.0424*). Alkaline phosphatase (168.3 + 32.9; 80 + 10.3 — p =
0.0416%), total bilirubin (0.6 £ 0.04; 0.8 + 0.03 — p = 0.0061**) and indirect bilirubin (0.33 =
0.03; 0.55 + 0.04 — p = 0.0025**) were changed only in females that received the EHVG.
Changes in the macroscopic and histopathological examination were not evident. According
to the overall results obtained in this experiment, it was noticed a differential sensitivity
between the genders for the EHVG in various parameters, but we can infer that the extract has
low acute toxicity when administered orally (2000 mg/kg). However, further sub-chronic and
chronic toxicity studies are needed to elucidate the toxicological profile of the species.

Keywords: herbal medicine. preclinical toxicity. Vatairea guianensis.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de espécies vegetais com finalidades terapéuticas remonta a0 momento em
que o homem através da observacdo empirica dos efeitos estranhos produzidos pelos vegetais
e da observacdo da natureza comecou a descobrir os diversos usos do reino vegetal. A partir
deste momento ocorreu um longo percurso de manuseio, adaptacdo e modificacdo dos
recursos naturais para o seu proprio beneficio (DISTASI, 1996; MARTINS; CASTRO;
CASTELLANI, 1994). Esta préatica milenar ultrapassou todas as barreiras e obstaculos
durante o processo de evolucdo da humanidade e chegou até os dias atuais, sendo amplamente
utilizada por grande parte da populacdo mundial como fonte de recursos terapéuticos eficazes
(DISTASI, 1996).

De acordo com Heinrich e Gibson (2004), em muitos paises em desenvolvimento, as
pessoas utilizam um sistema de medicina tradicional onde o conhecimento a respeito da
maioria das plantas medicinais esta baseado somente no uso popular (etonofarmacoldgico),
sem qualquer investigacdo cientifica de seus constituintes quimicos ativos (metabdlitos
secundérios) e efeitos biologicos.

O Brasil, com seu territorio continental e clima tropical, inclui-se entre os paises de
maior biodiversidade do mundo, abrigando mais de 50 mil espécies de plantas superiores,
distribuidas em grandes biomas: a Amazdnia com 25-30 mil espécies, a Mata Atlantica com
16 mil, o Cerrado com 7 mil e as demais espécies distribuidas na Caatinga e na Floresta
Subtropical (EMBRAPA, 2010).

Nosso pais, devido as suas caracteristicas relacionadas as variagbes climaticas e
composicdo diversificada de solo nos vérios ecossistemas que compdem sua flora,
possibilitam com que no reino vegetal se desenvolva uma rica diversidade de metabdlitos
secundarios;  produtos quimicos estes que garantem vantagens para sobrevivéncia e
perpetuacdo das espécies vegetais (WINK, 1990), com possiveis atividades terapéuticas. Isto
é, sdo o0s responsaveis pelas propriedades farmacolégicas (farmacocinéticas e
farmacodinamicas), existentes nas plantas (SCHENKEL et al., 2007).

No Brasil historicamente a utilizagdo de plantas no tratamento de doencgas apresenta
fundamentalmente, influéncias das culturas indigena, africana e européia (MARTINS et al.,
1994).
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De acordo com a Resolugdo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 14 de 31 de marco de
2010 da Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), os fitoterapicos sao
medicamentos obtidos empregando-se exclusivamente matérias-primas ativas vegetais, cuja
eficacia e seguranca sdo validadas por meio de levantamentos etonofarmacolégico, de
utilizacdo, documentagdes tecnocientificas ou evidéncias clinicas. Os fitoterapicos sdo uma
classe de medicamentos largamente utilizados no pais e constituem um mercado em franca
expanséo.

No ambito mundial, o uso de medicamentos fitoterapicos, com finalidade profilatica,
curativa, paliativa ou para fins de diagnostico, passou a ser oficialmente reconhecida pela
Organizagdo Mundial da Satde em 1978, com o advento da conferéncia em Alma-Ata, antiga
Unido da Republica Socialista Soviética (URSS), que teve como finalidade, estimular sua
utilizagdo (BRAGANCA, 1996).

No entanto, um fator que ainda impede o crescimento e uso de fitoterapicos € que a
maioria das plantas em uso ndo se encontram descritas em codigos oficiais (formularios e
farmacopéias), ndo havendo inclusive estudos sobre as elas (YUNES et al., 2001). Por outro
lado, a maior parte dos fitoterapicos que sao utilizados atualmente por automedicacdo ou por
prescricdo médica ndo tem o seu perfil toxico bem conhecido (CAPASSO et al., 2000;
VEIGA JUNIOR, 2008). E, muitas vezes as supostas propriedades farmacoldgicas anunciadas
ndo possuem validade cientifica, por ndo terem sido investigadas ou apresentarem suas acdes
farmacoldgicas comprovadas em testes cientificos pré-clinicos ou clinicos.

Segundo Turolla e Nascimento (2006), apenas uma pequena parcela das plantas
medicinais possui dados cientificos que comprovam sua eficacia e seu espectro toxicoldgico,
bem como a garantia de qualidade do produto. Isto €, tem seus niveis de seguranca de uso
definidos em testes normatizados cientificamente.

Para Barros e Davino (2003), a toxicidade de uma substancia é a capacidade que esta
tem de causar algum desequilibrio ao organismo com o qual entra em contato. Refere-se
assim ao potencial de um toxicante em produzir o efeito tdxico.

A exigéncia de estudos cientificos de seguranca e eficacia para medicamentos
fitoterapicos tem sido uma tendéncia mundial na Ultima década, levando diversos paises a
edicdo de normas legais nesse sentido (ASCHAWANDEN, 2001).

Em todo mundo vérias pesquisas tem comprovado a ocorréncia de efeitos adversos
com o uso de medicamentos a base de plantas. Estudos realizados no Reino Unido sugerem
uma incidéncia de evento adverso atribuido aos fitoterapicos em torno de 7% em pacientes

que procuraram 0s servicos de salde com sintomatologia relacionada a estes efeitos
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(ABBOTT, 1988; PINN, 2001). Outros estudos realizados em hospitais de Taiwan e Hong
Kong mostraram uma significante admissdo hospitalar de pacientes ocasionada por plantas,
variando entre 0,2 a 0,5% (PINN, 2001).

No Brasil, em 2008, segundo dados do SINITOX (Sistema Nacional de InformacGes
Téxico- Farmacoldgicas), foram registrados 85.925 casos de intoxicacdo por uso indevido de
plantas e desses, 441 individuos foram a 6bito.

Contribuindo negativamente para o crescimento da problematica que envolve o uso
indiscriminado de plantas medicinais, segundo Marques (1992), em média 50% dos produtos
fitoterapicos usados no Brasil apresentam algumas irregularidades devido a presenca de
matéria organica estranha, insetos, problemas de identificacdo botanica, teores de
fitocompostos abaixo do especificado e adulteracao.

Para evitar problemas desta natureza, diversas normas regulamentam a producdo de
medicamentos, incluindo os fitoterapicos. Os medicamentos a base de plantas podem ser
manipulados ou industrializados, conforme a legislacao brasileira.

De acordo com Carvalho (2005), a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
avalia diversos critérios de qualidade, seguranca e eficacia para os fitoterapicos, exigindo
requisitos similares aos requeridos para os medicamentos convencionais; desta maneira,
fitoterapicos ndo podem ser produtos de qualidade inferior, nem associados a falta de risco de
toxicidade.

No entanto, a toxicidade de plantas medicinais constitui hoje um problema sério de
salde publica, sendo um motivo de preocupacdo crescente nos meios cientificos que
envolvem estudos com fitoterapicos, pois tem sido comum a ocorréncia de adulteracdes e
toxidez dos mesmos. Assim, a investigacdo do potencial toxico de produtos de origem vegetal
pode elucidar importantes aspectos farmacoldgicos de seus principios ativos, permitindo uma
utilizacdo segura, respeitando seus possiveis riscos toxicolégicos de utilizacéo.

A espécie V. guianensis é uma planta da familia Fabaceae (CHASE et al., 1993;
DOYLE, 1994; CHAPPILL, 1995), subfamilia Faboideae (BARROSO et al., 1991), género
Vatairea (CAVADA et al., 1998; BARROSO et al., 1991; LIMA, 1982) e espécie V.
guianensis (REVILLA, 2000; LIMA, 1982).

Popularmente conhecida como “faveira”, “fava-impingem”, “fava bolacha”, “fava
mutum”, “faveiro” e “Angelim do igap6” (PIEDADE, 1988); cujas sementes sdo utilizadas no
tratamento de micoses superficiais. Tem seu uso muito difundido no estado do Amapa,
principalmente, nas cidades de Mazagéo, Porto Grande e Arquipélago do Bailique (SANTOS
et al., 2003).
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No médio e baixo Amazonas a populacdo utiliza as sementes de V. guianensis contra
diversos tipos de problemas de pele, sob a forma de tintura alcodlica ou por aplicacdo direta
na pele de suas sementes maceradas. A literatura relata também que as cascas do caule e das
raizes sdo utilizadas pela populacdo contra fungos, no periodo em que esta espécie ndo esta
em fase de frutificagdo (PIEDADE; WOLTER 1988; REVILLA, 2000).

Vérios estudos descrevem o isolamento de substancias quimicas em vérias partes desta
espécie. Do cerne de V. guianensis , Simatupang et al. (1967) relataram a ocorréncia do
acido 9-antronacrisofanico, 9- antronafisciona e 10- antronafisciona; do Tronco,
formiga(1975) e Piedade (1988) isolaram a emodina; cascas do caule, Piedade e Filho (1988)
isolaram Fisciona, Acido oleandlico e a Lactona do 4cido diidromacaerinico.

Piedade e Wolter (1988) realizaram estudo quimico, no qual relataram a ocorréncia do
isolamento das antraquinonas crisofanol, fisciona e emodina das cascas do caule da espécie
V. guianensis.

Otobelli et al. (2009) isolaram do extrato hexanico das semente duas substancias que
denominaram FAB 05 e FAB 07.

Poucos estudos foram encontrados em levantamento bibliografico sobre acbes
farmacoldgicos da espécie V. guianensis. Atividades antiparasitaria com o extrato hexanico
das cascas do fruto de V. guianensis foram testadas frente ao protozoario Leishmania
amazonenses (OTOBELLI et al., 2009). E de acordo com o estudo de Araujo (2010), a
avaliagdo in vitro da Atividade Antimicrobiana do extrato das sementes V. guianensis foi
demonstrada acdo na Lesdo de Mucosite Oral.

Como também, a atividade antibacteriana in vitro dos extratos hidroetanélico, hexanico,
cloroférmico e metandlico das sementes de V. guianensis (SILVA, 2011).

De acordo com Kozubek (1999) e Tyman (2005), as sementes da espécie V. guianensis
apresentam propriedades antifingicas em decorréncia da presenca das antraquinonas isoladas
crisofanol 3 e fisciona 4, sendo esta informacdo cientifica muito importante no fortalecimento
das informagfes populares do uso desta planta(sementes) no tratamento de micoses
superficialis.

Apesar de ser bastante conhecida e utilizada para tratamento diversas dermatoses, a
espécie V. guianensis somente é conhecida nas limitadas literaturas sobre a espécie,
referéncias apenas nas areas ecoldgicas, boténicas e quimicas (SIMATUPANG et al., 1967;
FORMIGA et al., 1975; PIEDADE, 1988). Assim, devido grande utilizacdo da V. guianensis
com finalidades terapéuticas em véarias comunidades da Regido Norte e varios paises da

América do Sul, este trabalho visa promover um melhor conhecimento e esclarecimento do
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perfil toxicoldgico desta planta. Frente ao exposto, fica evidente a importancia de estudos
toxicoldgicos sistematizados com a espécie.

A utilizacdo da espécie V. guianensis apds este estudo e outros complementares e
esséncias, podera tornd-la uma alternativa segura (fitoterapico) e eficaz no tratamento de
dermatoses superficiais; com a possibilidade deste produto ser acessivel as populacdes de
baixa renda em virtude da grande quantidade desta espécie em toda a Regido Norte; como
também o surgimento de mais informacGes para o fortalecimento do banco de dados da
referida espécie.

Neste contexto, a finalidade deste estudo é avaliar a toxicidade aguda do extrato
hidroalcodlico das sementes de V. guianensis (EHGV) em animais experimentais. O
protocolo experimental seguiu 0 Guia para a Realizacdo de Estudos de Toxicidade Pré-clinica
de Fitoterapicos da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA (BRASIL, 2004) e
juntamente foi realizado o testes de bioatividade frente ao microscustaceio Artemia salina L.
baseado na técnica descrita por Meyer et al. (1982), ambos descritos mais adiante.

O presente estudo foi direcionado pela Resolucdo Especial (RE) n°® 90/04 de 16 de
marco de 2004, “Guia para realizacdo dos testes de toxicidade pré-clinica de fitoterapicos”;
nestes testes estdo enquadrados os ensaios de toxicidade aguda (dose Unica ou repetida),
subaguda, crbnica e testes adicionais tais como o estudo especial de genotoxicidade e
avaliacdo toxicoldgica tépica (sensibilizacdo dérmica, irritacdo cutanea e irritacdo ocular).

A finalidade do ensaio de toxicidade aguda € caracterizar a relacdo dose/resposta que
conduz ao valor estimado da DLs. Este parametro que representa a probabilidade estatistica
de uma dose causar efeito letal em 50 % dos animais de uma populacdo, sendo util para
identificar a toxicidade relativa da substancia (FOWLER; RUTTY, 1983).

Para Larini (1997), os testes de toxicidade tem a finalidade de classificar uma substancia
ou composto quimico do ponto de vista toxicolégico e, a0 mesmo tempo, fornecer
informac0es a respeito da forma correta de seu emprego, bem como as medidas preventivas e
curativas quando do seu uso inadequado; independente do tempo de uso proposto para a
espécie humana. Estes testes avaliam o impacto fisiolégico apds a administracdo de uma
substancia natural ou quimica em espécies animais, e os dados desses estudos fornecem bases
importantes para a posterior validacao clinica dos mesmos (CEVALLOS, 1996).

Portanto, as informacdes obtidas por meio do estudo de toxicidade aguda oral sdo de
crucial importéncia na avaliacdo da seguranca de substancias quimicas para uso humano e

animal, entre as quais também se encontram as drogas vegetais e fitoterapicos.
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Como teste preliminar foi realizado o bioensaio com o microscrustdceo Artemia salina
que é considerado um bioindicador devido ao seu reduzido e especifico grau de tolerancia a
um determinado fator ambiental, de modo que apresente uma resposta nitida em face de
pequenas varia¢des na qualidade do ambiente (BAROSA et al., 2003).

A utilizacdo da A. salina em estudos toxicoldgicos preliminares deve-se a simplicidade
com que pode ser manuseado, rapidez e o baixo custo o que favorece a sua utilizacdo em
diversos estudos. Ensaios de letalidade sdo muito utilizados em analises preliminares de
toxicidade geral podendo estimar a concentracdo média letal (CLso) (LUNA et al., 2005).

Segundo Meyer et al. (1982) foi estabelecido uma relacdo entre o grau de toxicidade e a
dose letal média, CLsp, de extratos de plantas sobre microcrustaceo A. salina considerando
que quando verificados valores acima de 1000 pg/mL e ndo havendo morte acima de 50%,
estes, sdo considerados atoxicos.

Esta técnica é considerada um método alternativo, pois se identifica com o que
preconiza a ciéncia moderna em relacdo ao principio dos 3Rs; que tem como meta , a
substituicdo (replacement)- experimentos que utilizam animais por outros inferiores na escala
zooldgica , a reducgdo (reduction) do nimero de animais e o refinamento (refinement) com a
diminuicéo da severidade dos processos (REPETTO, G; REPETTO, M, 1995).

O crescimento do mercado mundial de fitoterapicos € estimado em 10 a 20% ao ano e as
principais raz6es que impulsionaram esse grande desenvolvimento nas Gltimas décadas foram:
a valorizagdo de uma vida de habitos mais saudaveis e de uso de produtos naturais; 0s
evidentes efeitos colaterais dos medicamentos sintéticos; a comprovagdo cientifica do valor
terapéutico de varios fitoterapicos e o preco mais acessivel a populagdo com menor poder
aquisitivo (SOUZA; MIRANDA, 2004).

Em termos econdmicos o mercado global de fitoterapicos movimenta US$ 21,7 bilhGes
por ano. No Brasil, esse mercado gira em torno de US$ 160 milhdes por ano, com
crescimento anual de 15%, bem superior aos 4% ao ano dos medicamentos sintéticos. Em
toda a cadeia produtiva, o setor fitoterapico nacional movimenta anualmente cerca de R$ 1
bilhdo e emprega mais de 100 mil pessoas. Além disso, 82% da populagdo brasileira utilizam
produtos a base de ervas (FEBRAFARMA, 2007).

Por fatores de ordem médica, social, cultural, econdémica ou filoséfica, as plantas
medicinais tem sido a opcao terapéutica para uma parcela crescente da populacdo brasileira
(ASSAD, 2005; SERAFIN, 2006).

Finalmente, quanto a estrutura, a dissertacdo foi organizada da seguinte forma:

inicialmente, mediante uma revisdo bibliografica, este estudo oferece informacdes sobre a
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referida espécie em aspectos diversos, tais como: boténicos, sinonimia, distribuicéo
geografica, seus usos e aspectos quimicos. Em seguida, o presente estudo traz uma sintese
sobre o histérico das plantas medicinais, regulamentacdo dos fitoterapicos, toxicidade
relacionada ao uso de plantas e valorizagdo monetaria do mercado dos fitoterapicos;
posteriormente foi realizado o bioensaio toxicoldgico com o microcrustaceo Artemia salina,
meétodo alternativo amplamente utilizado em triagem de substancias de origem vegetal.

Por fim, foi realizado o estudo de toxicidade pré-clinica aguda do EHVG. Os testes de
toxicidade aguda tém como objetivos principais: avaliar a toxicidade intrinseca de uma
substancia ou composto, analisar a suscetibilidade das espécies, Identificar possiveis 6rgaos
alvo e fornecer informacgdes para o estabelecimento de niveis de dose para estudos mais

prolongados (toxicidade crénica).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ASPECTOS BOTANICOS DE V. guianensis (AUBLET)

A espécie V. guianensis pertence a familia Fabaceae. A familia Fabaceae € a terceira
maior familia das angiospermas (CHASE et al., 1993; DOYLE 1994; CHAPPILL, 1995).
Compreende aproximadamente 700 géneros e 18.000 espécies (POLHILL; RAVEN;
STIRTON, 1981), dentre as quais muitas possuem importancia econdmica (TUCKER, 2003).

Trés subgrupos sdo geralmente reconhecidos dentro da familia Fabaceae:
Caesalpinioideae, Mimosoideae e Faboideae. Na maior parte das classificagdes (POLHILL;
RAVEN; STIRTON, 1981; JUDD et al., 1999), estas sdo consideradas subfamilias, mas séo
muitas vezes encontradas como familias separadas (CRONQUIST, 1981; DAHLGREN,
1983).

Na subfamilia Mimosoideae encontra-se 65 géneros e aproximadamente 3000 espécies
;.enquanto que a subfamilia Faboideae é a maior com 455 géneros e aproximadamente 12000
espécies (CHAPPILL, 1995). Ja a subfamilia Caesalpinioideae é formada por 170 géneros e
aproximadamente 3000 espécies (DOYLE, 1995; DOYLE et al., 2000; BRUNEAU , 2001),
sendo extremamente diversa em morfologia e ontogenia floral (TUCKER, 2003),
compartilhando algumas das caracteristicas de Mimosoideae e de Faboideae.

A subfamilia Caesalpinioideae é atualmente dividida em cinco tribos: Cercideae,
Caesalpinieae, Cassieae, Detarieae e Macrolobieae (BRUNEAU, 2001; TUCKER, 2003).

As andlises filogéncas moleculares e de caracterizacdo morfolégica (DOYLE, 1995;
DOYLE et al., 2000); mostraram que as subfamilias Faboideae e Mimosoideae sdo totalmente
monofiléticas (DOYLE et al., 2000; KAJITA et al., 2001; WOJCIECHOWSKI, 2003). J& a
subfamilia Caesalpinioideae é polifilética, com alguns géneros mais préximos a Mimosoideae
e outros mais relacionados a Faboideae (LAVIN, 1987). Apenas uma das tribos de
Caesalpinioideae (Cercideae) aparenta ser monofilética (BRUNEAU, 2001).

As flores da familia Fabaceae sdo extremamente variaveis de tamanho, forma, cor e tipo
de polinizagdo. Os polinizadores podem ser abelhas, vespas, formigas, borboletas, besouros,
passaros e morcegos, entretanto a polinizacdo por abelhas é a mais comum (ARROYO, 1981).



27

As glandulas de néctar extraflorais sdo muito comuns em Mimosoideae e Caesalpinioideae
(MACKEI, 1989).

A maioria das flores de Leguminosas é pentamera e apresentam 5 séptalas e 5 pétalas,
com 1 pétala que se destaca das demais por sua coloracdo diferente. A funcdo desta pétala é a
atracdo visual dos polinizadores (JUDD et al., 1999). As flores de Leguminosas possuem
ainda 2 verticilos com 5 estames cada Unico carpelo perfazendo 21 érgdos florais no total
(TUCKER, 2003).

A posicdo dos orgdos florais difere entre as subfamilias. Em Caesalpinioideae, o
verticilo de séptalas, o de pétalas e os dois verticilos de estames sdo pentdmeros e alternados.
Esta distribuicdo da posicdo dos oOrgdos florais de Caesalpinioideae é semelhante a de
Faboideae, mas diferente da Mimosoideae (TUCKER, 2003).

Do ponto de vista quimico, a familia Fabaceae apresenta amplo potencial, sendo que
muitas espécies sdo constituidas de tritepenos, os quais podem ser usados nos processos de
industrializagdo de produtos farmacéuticos. Na etnomedicina, a casca do caule de Crudia
amazonica Benth, é usada como vermifugo, as sementes de V. guianensis sdo utilizados no
tratamento de empingem e os frutos em tratamentos de varios problemas dermatologicos
(SOUZA; SILVA, 2001).

2.2 SUBFAMILIA FABOIDEAE

A literatura descreve aproximadamente 482 géneros na subfamilia Faboideae e cerca de
doze mil espécies com ampla distribuicdo em regifes de clima temperado e tropical. Os
géneros de plantas lenhosas pertencentes a esta subfamilia, apresentam maior
representatividade nas regides tropicais, sendo que, no mundo, 0s géneros arboreos mais
primitivos pertencentes a esta subfamilia predominam no hemisfério Sul, em especial, no
Brasil. Sua distribuicdo é ampla em todas as regifes do pais e é considerado o grupo mais
evoluido das Leguminosas (BARROSO et al., 1991).
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2.3 GENERO Vatairea

O género Vatairea, pertencente a familia Fabaceae - Faboideae, é exclusivo da faixa
neotrépica, incluindo apenas 7 espécies de leguminosas arbdreas, as quais encontram-se
distribuidas desde o sul do México até o sudeste do Brasil, abrangendo o México, Guatemala,
Honduras, Costa Rica, Panama, Coloémbia, Venezuela, Guiana, Guiana Francesa, Suriname,
Peru e Brasil. O centro de concentracdo da maior variedade desse género esta situado nas
regibes florestais da Amazonia Central. O nome do género refere-se a um nome popular
utilizado na Guiana. (CAVADA et al., 1998; BARROSO et al., 1991; LIMA, 1982)

Quanto as espécies florestais amaz6nicas pertencentes a esse género destacam-se, a
Vatairea guianensis, Vatairea fusca, Vatairea erythrocarpa, Vatairea paraensis e Vatairea
sericeae. Outras espécies do género habitam as matas de encosta como Vatairea heteroptera.
J& no sul do México e América Central destaca-se a espécie Vatairea lundelli (LIMA, 1982).

Os estudos encontrados na literatura referentes a esse género estdo voltados
principalmente para as areas de ecologia e boténica e praticamente s&o poucos os relacionados
aos aspectos farmacolégicos, quimicos e toxicoldgicos.

As publicagdes existentes sobre esse género concentram- se em sua maioria nas espécies
Vatairea guianensis Aubl, Vatairea heteroptera Ducke, Vatairea macrocarpa Benth,
Vatairea sericea Ducke e Vatairea paraensis Ducke.

2.4 DESCRICOES DA ESPECIE V. guianensis (AUBLET)

E comum nas varzeas a presenca de determinadas familias e espécies, pois sio areas
com condigdes restritas, ou seja, solos com alto nivel de saturagdo, fluxo constante de maré,
periodo e altura de inundacdo, salinidade etc. E neste tipo de area que encontramos a V.
guianensis (JARDIM et al., 2004).

A V. guianensis pertence a familia Fabaceae, sendo comumente denominada de fava-de-
bolacha, mas também recebe outras denominacGes: fava-dagua, fava-de-impigem, faveira-
amarela, faveira-bolacha,faveira-grande,faveira-grande-do-igap6,lombrigueira,sucupira-
amarela. A planta é uma arvore monopoidal (Figura 1), caducifélia, de 20 a 30 metros de
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altura, de 0,5 a 2 metros de diametro, de copa ampla, frondosa e heterogénea, com
ramificacdo abundante de forma irregular, casca de tronco grossa e rugosa, com sulcos
longitudinais superficiais, de cor marrom a cinza-esverdeada, de 2 a 2,5 cm de espessura, que
exsuda uma resina translucida (REVILLA, 2000).

Figura 1- Imagem de V. guianensis: (A) Copa mostrando folhas e flores; (B) e (C) Espique.
et ’
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As partes utilizadas sdo os frutos, as sementes e as folhas. As sementes para uso no
tratamento de impigem e também a o uso de sua madeira para construcdo de casas e canoas
pelos ribeirinhos. A améndoa contém: chrisofanol, physcion, emodina, acido oleandlico, acido
de hidromacheiro e lactona (REVILLA, 2000).

Folhas compostas de até 60 cm de comprimento, paripinadas, alternas, com margens
inteiras ou dentadas. Inflorescéncia em paniculas terminais de 15 a 45 cm de comprimento.
Flores numerosas, didicas, pequenas, poligamas de cor amarelo-esbranquigada; frutos, drupas
de 8 a 12 cm de comprimento, por 6 a 11 cm de largura, ovoides, obovoides, casca fina e lisa
de cor verde a amarela (Figura 2). Endocarpo suculento com testa membranadcea e
relativamente grande, contendo uma grande semente (REVILLA, 2000).

Figura 2- Imagem das folhas e flores de V. guianensis

Fonte: Arquivo pessoal

A espécie esta distribuida em toda regido amazdnica. Em destaque para o sul da
América Central, Coldombia, Guiana Francesa, Guiana, Peru, Suriname e Venezuela. Ela

habita geralmente matas inundaveis de varzea, igap0s e restingas baixas. O clima favoravel
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para V. guianensis é o tropical, em zonas com 1500 a 3200 mm de precipitacdo pluvial,
temperaturas médias entre 25 e 30 °C e umidade relativa entre 70 a 90%. Divide seu ambiente
com espécies como 0 mulugu, tapereba e jenipapo. Também é possivel encontra-la na
interface da varzea com a terra firme e na terra firme (REVILLA, 2001).

A semente seca (Figura 3 e 4) é descrita na literatura como exalbuminada, com
superficie externa marrom claro, com tegumento delgado e quebradico. Apresenta as reservas
acumuladas nos cotilédones (simples); radicula pequena na comissura dos cotilédones;
gémula amarelo brilhante; sua consisténcia é dura e quebradica; forma sub circular, achatada
(semi globosa); odor agradavel e levemente achocolatado; sabor amargo suave na superficie.
A retirada do tegumento revela superficie lisa, apresentando coloragdo escura, tendendo ao
preto. Em relacdo ao tamanho, possui cotiledones grandes, medindo em média 3,96cm de
comprimento por 3,83cm de largura (média de 44 cotilédones); em se¢do transversal
apresenta gémula amarelo brilhante; em secdo longitudinal mostra eixo hipocétilo — radicular
reto e radicula pequena na comissura dos cotilédones (CORREA, 1969; PIEDADE;
WOLTER, 1988; SANTOS et al., 2003).

Figura 3- A. Imagem do fruto e B. semente seca de V. guianensis




Figura 4- Imagem de exsicata de V. guianensis

Fonte: Arquivo pessoal

32



33

2.5 CLASSIFICACAO BOTANICA DA ESPECIE V. guianensis (AUBLET)

Quadro 1- Classificacdo Sistematica da Espécie V. guianensis

DIVISAO Magnoliophyta (Angiospermae)
CLASSE Magnoliatae (Dycotiledonae)
SUB CLASSE Rosidae

ORDEM Rosales

FAMILIA Fabaceae

SUB FAMILIA Faboideae

TRIBO Dalbergieae

GENERO Vatairea

ESPECIE Vatairea guianensis (AUBLET)

Fonte: CRONQUIST, 1981.

2.6 SINONIMIA DA ESPECIE V. guianensis (AUBLET)

Na Amazonia esta espécie € popularmente conhecida também como “faveira”, “fava de
empigem”, “faveira de empigem”, “fava bolacha”, “fava mutum”, “faveiro” e “Angelim do
igap6” (PIEDADE; WOLTER, 1988).

Dentre a populagéo indigena dos Palikur, na Amaz0nia setentrional, na fronteira Brasil e
Guiana Francesa, extremo norte do Estado do Amapéa a V. guianensis é chamada de waru. No
Suriname, é conhecida por gales habbes, no Peru de anacapi e marupa del bajo; na Guiana
Francesa € chamada de graine i dartres, bois dartre e maria congo e na Venezuela de guaboa
(GRENAND et al, 1996).
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2.7 DISTRIBUICAO GEOGRAFICA E USOS DA ESPECIE V. guianensis (AUBLET)

Arvore nativa da Amazonia, comum em areas de florestas sazonalmente inundaveis,
como as matas de igapé e varzea da Amazbdnia. Encontrada raramente em terra firme,
ocorrendo em toda regido banhada pelo Rio Amazonas e seus afluentes. Alcanca a fronteira
da Guiana Francesa, Venezuela, Colombia, Peru e Suriname (CORREA, 1969).

Especialmente no Amap4, a ocorréncia dessa espécie € maior no municipio de Mazagéo,
sendo também encontrada em outros municipios do Estado como Porto Grande e Arquipelago
do Bailique (SANTOS et al., 2003).

A madeira dessa arvore é forte e resistente sendo Util para construcdo civil, marcenaria,
carpintaria e caixas industriais (LIMA, 1982).

Informacgdes etnofarmacoldgicas na literatura relatam que o suco do fruto € empregado
na medicina tradicional amazonica na cura da empigem e no tratamento de certas dermatoses
no Brasil, Venezuela, Coldmbia e Guiana Francesa (LIMA, 1982).

O periodo de inflorescéncia ocorre nos meses de fevereiro e marco e sua frutificacdo
entre abril e junho (SCHONGART et al., 2002). O 6leo extraido das sementes € usado
topicamente contra manchas, sardas e pano de rosto (CORREA, 1969).

Estudos encontrados na literatura demonstraram a utilizacdo desta espécie como fonte
de alimento para queldnios na natureza (Podoctomis unifilis) mais conhecido como tracaja, o
que pode indicar que esta planta ndo é venenosa. Contudo, no uso tradicional nédo
encontramos nenhuma referéncia ao uso oral (PORTAL et al., 2002).

2.8 ASPECTOS QUIMICOS E ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DA V. guianensis
(AUBLET)

Na literatura cientifica, foram encontrados poucos estudos relacionados a constituicao
quimica do género Vatairea. Contudo, a maioria das referéncias com este género se reportou
ao isolamento de antraquinonas. Foi descrito também a ocorréncia de outras classes como
esterdides, catequinas, epicatequinas e triterpenos. Os resumos dos compostos quimicos
isolados do género Vatairea estdo apresentados no quadro a seguir:



Quadro 2- Constituintes quimicos isolados do género Vatairea
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SUBST. NOME ESPECIE PARTE DA REFERENCIAS
PLANTA
1 Crisofanol V. heteroptera Tronco Formiga, 1975
V. guianensis Formiga, 1975
V. macrocarpa Formiga, 1975
V. paraensis Formiga, 1975
2 Emodina V. heteroptera Tronco Formiga, 1975
V. guianensis Piedade, 1988
3 Formonometina V. heteroptera Tronco Formiga, 1975
4 7-hidroxiflavona V. heteroptera Tronco Formiga, 1975
5 Sitosterol V. heteroptera Tronco Formiga, 1975
6 Stigmasterol V. heteroptera Tronco Formiga, 1975
7 Acido crisofanico (1,8- V. macrcarpa Tronco Matos, 1988
diidroxi-3-metil-antraquinona)
8 Catequina V. macrocarpa | Caule Strada,2003
9 Epicatequina V. macrocarpa | Caule Strada,2003
10 Acido 9-antronacrisofanico V. guianensis Tronco Simatupang, 1967
11 9-antronaficiona V. guianensis Tronco Simatupang, 1967
12 10-antronafisciona V. guianensis Tronco Simatupang, 1967
13 Fisciona V. guianensis Cascas do caule Piedade e Filho, 1988
14 Acido oleandlico V. guianensis Cascas do caule Piedade e Filho, 1988
15 Lactona do acido V. guianensis Cascas do caule Piedade e Filho, 1988
diidromacaerinico
16 FAB-05; FAB-07 V. guianensis Cascas do fruto Otobelli, 2009.

Estudos realizados por Formiga et al. (1975), revelaram que a partir do extrato

benzénico do tronco de Vatairea heteroptera, foram registrados o isolamento de compostos

antraquindnicos crisofanol, emodina e formonometina, acidos graxos saturados em Cys e Cyy,

7- hidroxiflavona, sitosterol e stigmasterol. Além disso, verificou-se nesse mesmo trabalho a
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ocorréncia de crisofanol nos extratos benzénicos de V. guianensis; Vatairea macrocarpa
Benth e Vatairea paraensis Ducke (PIEDADE, WOLTER, 1988). O estudo dessas trés
espécies revelou a presenca de crisofanol comum a elas. Isso pode indicar que o crisofanol
pode ser uma das substancias responsaveis pelas atividades biolégicas do género.

Estudos fitoquimicos realizados por Matos et al. (1988) revelaram que o principal
constituinte quimico isolado do cerne da espécie Vatairea macrocarpa foi identificado como
acido crisofanico (1, 8 - dihidroxi-3-metil-antraquinona), baseados em dados espectrais de
RMN'H, de UV e IV.

Outros estudos quimicos realizados por Strada et al. (2003) e colaboradores, com a
espécie Vatairea macrocarpa Benth, relatados na literatura, descrevem o isolamento e a
caracterizacdo da catequina e seu isdmero epicatequina do extrato metandlico das cascas do
caule desta espécie. Nesse trabalho os autores concluiram que o isolamento dessas catequinas,
descritas pela primeira vez no género Vatairea confirmou a grande concentracdo de taninos
no caule desta espécie em decorréncia de tais substancias serem precursoras de sua formacao.

Simatupang; Dietrichs e Gottwald (1967), relataram a ocorréncia do &cido 9-
antronacrisofanico, 9- antronafisciona e 10- antronafisciona no cerne de V. guianensis e
sugeriram que essas substancias poderiam ser as responsaveis pelas propriedades irritantes a
pele das pessoas que manuseavam a madeira importada pela Alemanha dos paises Latino
americanos.

Piedade e Wolter (1988) realizaram estudo quimico, no qual relataram a ocorréncia do
isolamento das antraquinonas crisofanol (Figura 5), fisciona (Figura 6), emodina (Figura 7) e
os triterpenos conhecidos como acido oleandlico e a lactona do acido diidromacaerinico do
extrato metandlico das cascas do caule da espécie V. guianensis. A presenca desses dois
ultimos constituintes citados foi descrita pela primeira vez no género Vatairea no referido
trabalho. Segundo Fernand et al. (2008), o Crisofanol possui propriedades antifungicas.

Registros na literatura relatam atividades antifingicas, anticancerigenas e bactericida
para o crisofanol 3 e fisciona 4 (ZHOU et al., 2006; COOPOOSAMY et al., 2006;
MINKYUN et al., 2008).

As informacgdes populares sobre a V. guianensis relatam seu uso no tratamento de
micoses superficiais, como por exemplo, impingem, o que pode ser explicado pela presenca
das antraquinonas isoladas crisofanol 3 e fisciona 4, possuidoras de atividades antifingica
(KOZUBEK; TYMAN, 1999; 2005).
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Figura 5- Estrutura quimica do Crisofanol
OH O OH

0]
Fonte: KOZUBEK; TYMAN 1999; 2005.

Figura 6- Estrutura quimica da Emodina
OH O OH

HO CHs

0]
Fonte: PIEDADE; WOLTER, 1988.

Figura 7- Estrutura quimica da Fisciona
OH o] OH

HsCO CH3

0]
Fonte: KOZUBEK; TYMAN 1999; 2005.

Recentemente Otobelli et al. (2009), submeteram as cascas do fruto de V. guianensis ao
estudo fitoquimico e isolaram do extrato hexanico duas substancias que denominaram FAB
05 e FAB 07, por estarem em processo de patente. O espectro de massas da FAB 05 exibiu
pico do ion molecular com razdo de massa /carga 254,1 u, compativel com formula molecular
CisH1004 e para FAB 07 a razdo de massa/ carga foi 284. 1 u, compativel com a formula
molecular C16H1204,
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Em estudo quimico dos frutos da V. guianensis realizado por Otobelli et al. (2009)

demonstrou que o Oleo essencial apresentou as seguintes caracteristicas:
e Muito Vviscoso

e Coloracao vermelha

Quanto a sua constituicdo tem as seguintes substancias:

e Aldeidos com (23,26%) — O dodecanal foi o que se apresentou em maior concentracdo
7,98%.

e Acidos carboxilicos (64,73%)- 49,12% correspondem a dois &cidos graxos Cis-
insaturados, o acido (9Z)-octadecendico (24,95%) e o acido docosaexaendico (24,17%), sendo
este ultimo pertencente a classe dos dmegas-3 (CARVALHO et al., 2003).

O 4acido graxo docosahexaenoico, também conhecido como o DHA (22:6n-3), tem
importante fungdo na formagdo, desenvolvimento e funcionamento do cérebro e da retina
(CHEN et al., 1996; SANGIOVANNI; CHEW 2005). O &cido graxo (9Z)-9-octadecenoico,
também conhecido como oleico, é um &cido graxo essencial (Omega-9), o qual participa do
nosso metabolismo, desempenhando um papel fundamental na sintese dos hormonios
(SANGIOVANNI; CHEW, 2005).

Do extrato etandico dos frutos de V. guianensis foram isolados dois solidos amarelos 0s
quais foram identificadas como sendo duas antraquinonas: crisofanol 3 e fisciona 4. As
estruturas das antraquinonas 3 e 4 foram elucidadas através da analise dos espectros de RMN
1H e 13C e comparagdo com dados na literatura, (MESELHY, 2003; BARBOSA et al.,
2004).

Outra informagdo encontrada na literatura sobre a espécie V. guianensis que da
fundamentacéo cientifica para seu uso na medicina tradicional no tratamento de impingens foi
0 estudo realizado por Aradjo (2010), no qual, avaliou-se os efeitos do extrato de varias
plantas sobre bactérias e fungos relacionados a lesdo de Mucosite oral, dentre estes extratos
foi testado o extrato de V. guianensis.

Em trabalho apresentado por Silva (2011), foi avaliado os resultados dos Extratos
Obtidos das Sementes de V. guianensis sobre a atividade antibacteriana in vitro.
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2.9 HISTORICO DAS PLANTAS MEDICINAIS

A utilizacdo de plantas com fins medicinais para o tratamento, cura e prevencao de
doencas é uma das mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade. Em todas as
civilizages, as plantas foram utilizadas como fonte de alimentos, de materiais para vestuario,
habitacdo, utilidades domésticas, defesa e ataque, na producdo de meios de transporte, como
utensilios para manifestagdes artisticas, culturais e religiosas e também como meio
restaurador da salde (SCHENKEL et al.,2007). Este conhecimento passou a ser disseminado
por diversos povos e nac¢des sendo acumulado ao longo dos séculos (DI STASI, 1996).

Vérios estudos tém demonstrado como as civilizagBes antigas conseguiram descobrir as
vertentes para a utilizacdo das plantas medicinais para finalidades terapéuticas; comprovando
assim que o conhecimento sobre a utilizacdo das plantas medicinais tem acompanhado a
evolucdo da humanidade (DEVIENNE et al., 2004). Segundo Figueiredo (2005), uma teoria
bastante aceita é que 0 homem seguia somente o seu instinto natural.

Segundo Mors (1982), o homem primitivo comecou usando plantas apenas com
finalidades alimentares. Com a observacdo da natureza de uma maneira inconsciente, N0ssos
ancestrais comecaram a perceber de uma maneira muito empirica, os efeitos que algumas
plantas provocavam nos animais e também neles mesmos. Por exemplo, a observagdo de
religiosos sobre os efeitos excitantes dos cafeeiros selvagens (Coffea aradbica L.), nos
herbivoros domésticos que os tinham ingerido, fez com que estes se utilizassem desses
vegetais para prolongar o estado de vigilia a que eram submetidos devido as suas piedosas
ocupacOes. Deste processo empirico de observacdo, de acordo com Lewis (2001), os povos
primitivos propiciaram a identificacdo de espécies e géneros vegetais, bem como quais sao as
partes dos vegetais que se enquadram ao uso medicinal.

Destas experiéncias com ervas, tiveram sucessos com a obtencdo da cura esperada e
fracassos quando o resultado desejado ndo era alcangado; como a producdo de efeitos
colaterais severos e em caso extremos até a morte (DORTA ,1998).

Em relatos histéricos sobre o uso de plantas com finalidades medicinais, verificamos
que existem referéncias de seu uso em praticamente todas as antigas civilizagoes.

Vérios estudos tem demonstrado que o registro histérico mais antigo da utilizacdo de
espécies vegetais com fins terapéuticos seja 0 da medicina chinesa realizado pelo imperador
Shen Nong (2000 a.C.), que investigou o potencial medicinal de diversas plantas e outros
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produtos naturais, registrados no “Livro da Medicina Interna do Imperador Amarelo”, onde
constavam registros de 365 drogas vegetais. Muitos textos desta época se tratam de
documentos religiosos, denotando a tradicional associacdo entre aspectos filosoficos e
espirituais, aplicados para a Medicina Chinesa, Islamica e Ayurvédica (BOTSARIS, 1995).

O respeito a milenar tradicdo da fitoterapia chinesa fez com que as formulas utilizadas
naquela época fossem as mesmas de hoje. Estas formulas magistrais hoje sdo encontradas nos
livros em diversos idiomas e sdo utilizadas e estudadas em quase todos os paises.

No Japdo, desde 1950 o Ministério da Salde Japonés reconhece 148 destas formulas
como de utilidade publica (LOBOSCO, 2005). Um exemplo da importancia desta obra é a
grande utilizagdo do ginseng como medicamento nos dias atuais. Um antigo texto chinés
extraido da Farmacopéia de Shen-Nung diz o seguinte sobre o ginseng:

“Tem sabor adocicado e sua propriedade é ligeiramente refrescante, cresce nos
desfiladeiros das montanhas. E usado para reparar as cinco visceras, harmonizar as
energias, fortalecer a alma, afastar o medo, remover substéncias toxicas, a brilhar os olhos,
abrir o coracdo e melhorar o pensamento. Uso continuo dara vigor ao corpo e prolongara a

vida”.

J& outros estudos apontam que 0s primeiros registros foram escritos em placas de
argila, oriundas da Mesopotémia e datados por volta de 2600 a.C (GURIB, 2006).

Nas antigas civilizagcdes ocidentais, os primeiros registros datam de 1500 a.C. quando
foi escrito 0 manuscrito egipcio “Papiro de Ebers”, considerado um dos mais importantes
livros da cultura médica. Neste, foram descritos cerca de 700 drogas diferentes, incluindo
extratos de plantas, metais como chumbo e cobre e veneno de animais de varias procedéncias
(ALMEIDA, 1993).

Neste mesmo papiro, mencionam-se ainda foérmulas especificas para doengas
conhecidas e, dentre as espécies que aparecem na lista, estdo incluidas algumas utilizadas por
fitoterapeutas até hoje como sene, papoula e meimendro (ELDIN, 2001).

De acordo com Martins et al. (2000) registros histéricos demonstram também que,
desde 2300 a.C, os egipcios, assirios e hebreus cultivavam diversas ervas e traziam de suas
expedicOes tantas outras.

Na antiga Grécia, as plantas e o seu valor terapéutico ou téxico eram muito conhecidos

e Hipocrates (460-377 a.C), denominado o “Pai da Medicina”, reuniu em sua obra “Corpus
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Hipocratium” a sintese dos conhecimentos médicos de seu tempo, indicando para cada
enfermidade o remédio vegetal e o tratamento (MARTINS et al., 2000).

Para Lorenzi e Matos (2002) no Ocidente os registros da utilizacdo da fitoterapia séo
mais recentes, sendo suas primeiras prescri¢des datadas do século V a.C; no inicio da era
Cristd, o grego Dioscdrides, em sua obra “De Matéria Médica”, catalogou e ilustrou cerca de
600 plantas usadas para fins medicinais, descrevendo o emprego terapéutico de muitas delas,
sendo os nomes por ele apresentados ainda hoje utilizados na Botanica. Esta obra é tida como
a principal referéncia ocidental para area de plantas medicinais até o Renascimento.

As primeiras informagOes referentes a flora nativa do Brasil se devem aos cronistas
coloniais que na sua maioria procuravam registrar os deslumbramentos causados pelas terras
do Novo Mundo (CAMARGO, 1998).

O Brasil possui uma farmacopéia popular muito diversa, baseada em plantas medicinais,
resultado de uma miscigenacdo cultural envolvendo africanos, europeus e indigenas, com
introducdo de espécies exoticas pelos colonizadores e escravos (MARTINS et al., 2000).

De acordo com Tomazzone, Negrelle e Centa (2006), o sistema etnofarmacoldgico
europeu foi introduzido no Brasil, inicialmente, pela colonizagdo portuguesa e posteriormente
por outros povos que aqui chegaram.

Segundo Lorenzi e Matos (2002), os primeiros europeus que aqui chegaram se
depararam com uma grande quantidade de plantas medicinais em uso pelas inimeras tribos
indigenas e 0s pajés transmitiram o conhecimento da sua utilizacdo, sendo este aprimorado
por sucessivas geracoes.

Os colonizadores europeus demonstram ter grande interesse em saber e catalogar quais
as praticas de satde utilizadas pelos nativos, entre elas estava 0 uso de plantas medicinais.

Dessa forma, uma gama de conhecimentos ligados a préatica de satde, acumulada pelos
indios ha milénios comecou a ser passada ao europeu (CARREIRA, 2002).

No que se refere ao sistema etnofarmacolégico africano, ressalta-se que ele foi trazido
juntamente com o tréafico negreiro para o Brasil, no decorrer dos séculos XVI, XVII e XVIII.

Esse sistema associa rituais religiosos ao uso de plantas medicinais, comum em
diversas culturas africanas. No Brasil, a maior expressdo desse sistema ocorre no estado da
Bahia. Foi através da cultura africana que se incorporaram plantas como a arruda (Ruta
graveolens) e o jambol&o (Syzygium jambolanum).

O sistema etnofarmacoldgico indigena € o mais amplo de todos e pode ser encontrado
em praticamente todo o territorio nacional. Entre as plantas, atualmente conhecidas esta a

caapeba (Piper umbellatum), o abajert (Chrisobalanus icaco) e o urucum (Bixa orellana).
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Foi com ambicdo de se apropriar dos conhecimentos dos indios, que a interacdo dos
colonos portugueses e particularmente dos jesuitas com os habitantes da col6nia, permitiram
que eles se apropriassem da cultura destes com relagdo as préaticas de cura. Os colonizadores
logo perceberam que perfeitamente adaptados ao clima, os indios eram resistentes as
intempéries e resolviam seus problemas de salde com 0s recursos que a natureza lhes oferecia
e com os poderes de cura de seus pajés (KURY, 2001).

A matéria médica indigena, além dos vegetais, empregava sangue humano, saliva, urina,
cauda e cabeca de cobra, gorduras de animais, bicos de aves, chifres e 0ssos calcinados, entre
outros. O sangue era reconstituinte, a saliva cicatrizante, a urina excitante e indutora de
vomito (SANTOS, 1947), sendo os pajés os detentores da arte de curar (KURY, 2001).

Alem destes principais sistemas etnofarmacoldgicos, Tomazzone, Negrelle e Centa
(2006), destacam ainda no Brasil, o sistema etnofarmacolégico Oriental trazido pelos
imigrantes chineses e japoneses no final do século XIX, que contribuiu para a introducédo de
novas plantas na cultura brasileira tais como o gengibre (Zingiber officinale), a lichia (Litchi
chinensis) e a raiz forte (Wassabia japonica).

As plantas medicinais e a pratica da medicina popular no Brasil de hoje apresentam
caracteristicas que remontam ao periodo colonial, quando comecaram a chegar 0s primeiros
colonizadores portugueses atracando em nossa costa (FRANCA, 1926).

Atualmente, no Brasil, o uso terapéutico de produtos de origem vegetal utilizados no
cuidado do homem, sem acesso as instituices de salde, estd fortemente legitimado e
enraizado nesse meio dominado pelas praticas alopaticas (ALVIM et al., 2004).

2.10 REGULAMENTACAO DOS FITOTERAPICOS

As plantas medicinais e seus derivados consistiram durante muito tempo a base da
terapéutica mundial. Ao longo da histéria a regulamentacdo destes produtos, desde o periodo
que foi documentado na China por volta de 3000 a.C, na obra Pen Ts’ ao do chinés Shen
Nung, até os dias atuais vem passando por um continuo processo de regulamentacéo legal e
validacdo cientifica, tendo como objetivo que sua utilizacdo possa assegurar aos Seus
usuarios a tdo desejada triade: seguranca, eficacia e qualidade no universo que envolve a

legislacdo de produtos originados do reino vegetal no Brasil e no Mundo (TYLER, 1996).
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A utilizacdo de fitoterapicos tem apresentado um notavel crescimento, exigindo uma
normatizacdo adequada para garantir a qualidade em todas as etapas de elaboracdo destes
medicamentos. A regulamentacdo dos fitoterapicos esta em processo de implementacdo em
muitos paises, principalmente, de forma mais consolidada na Europa.

No entanto, ainda ndo had uma uniformidade ou padronizacdo em termos de
regulamentacdo que seja utilizado mundialmente. Nos Estados Unidos as plantas assim como
as vitaminas, sais minerais e aminoacidos sdo classificados como suplemento alimentar
através pelo “The Dietary Supplement Health and Education Act of 1994” (LEWIS, 2001).

Ja os paises da Europa estdo intensificando esforcos para unificar a legislacao referente
aos medicamentos fitoterapicos, amplamente utilizados nestes paises, em particular, na
Alemanha e Franca. Na Alemanha destaca-se um indice de 90% de uso de formas
farmacéuticas contendo algum componente de origem vegetal (WHO, 2003).

Tendo em vista 0 amplo consumo de produtos de origem vegetal no Brasil e o crescente
desenvolvimento de fitoterapicos como medicamentos em escala industrial, a aplicacdo de
normas sobre todo o ciclo de producéo é uma exigéncia cada vez mais presente. Veiga-Junior
e Pinto (2005) enfatizam que as pesquisas para avaliagdo do uso seguro de plantas medicinais
e fitoterapicos no Brasil ainda sdo incipientes, como também a fiscalizacdo do comércio por
parte dos 6rgdos competentes.

Diversos estudos demonstram que as plantas medicinais possuem efeitos indesejaveis e
muitas vezes téxicos, remetendo a conscientizacdo do seu bom uso, segundo aspectos também
cientificamente comprovados (TOLEDO et al., 2003).

Em nosso pais, o registro e fiscalizacdo de medicamentos existe desde a época do Brasil
colénia, mas sua verdadeira estruturacéo teve origem na década de 1970, quando dentro do
organograma departamental do Ministério da Saude foi criada a Vigilancia Sanitéaria
(COSTA,1999).

O principal 6rgdo responsavel pela regulamentacdo das plantas medicinais e seus
derivados é a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), autarquia do Ministério
da Salde que tem como papel proteger e promover a saude da populacdo garantindo a
seguranca, eficacia e qualidade dos medicamentos disponiveis no mercado farmacéutico
(BRASIL, 1999).

A regulamentacdo quanto ao uso de medicamentos a base de vegetais comegou
legalmente a partir da “Farmacopéia Brasileira Para o Reino e Dominios de Portugal”,
publicada em 1794, de autoria de Francisco Tavares, da Universidade de Coimbra que

vigorou como codigo Farmacéutico no Brasil até sua independéncia em sete de setembro de
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1822. Desta época em diante, esta mesma farmacopéia continuou vigente, porém a partir de
1837, também foi adotado o “Codex Medicamentarius” de origem francesa
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1998).

A “Farmacopéia dos Estados Unidos do Brasil”, foi a primeira farmacopéia brasileira e
foi redigida pelo Farmacéutico Adolfo Albino Dias da Silva, sendo oficializada em quatro de
setembro de 1926, tornando-se obrigatoria a partir de 15 de agosto de 1929. Esta apresentava
informacdes sobre uma série de espécies botanicas, como o nome cientifico da planta, parte
utilizada, caracterizagdo farmacogndstica, macroscopica e microscopica (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 1998).

Ja no ano de 1931, com o decreto de n° 19606, que regulamentou as atividades
relacionadas ao ambito das farmdcias, destaca-se entre elas a responsabilidade pela
fiscalizacdo do exercicio da farmécia, detalhes sobre a profissdo farmacéutica, entre outras.
Este decreto também isentava de registro os medicamentos fitoterapicos, baseado no fato de
que eles eram preparacbes farmacopéicas, preparadas magistralmente e facilmente
processadas (PETROVICK;MARQUES; PAULA,1999). Porém, logo em seguida comegaram
a surgir e a conquistar o mercado farmacéutico os medicamentos sintéticos e, com eles, o
aparecimento de muitas reacGes adversas graves. Por isso, em 30 de outubro de 1967, é
publicado o Decreto de N°22 do Servigco Nacional de Fiscalizacdo da Medicina e da Farméacia
(SNFM); que estabelece normas para 0 emprego das preparacdes fitoterapicas, o controle de
qualidade, as indicacGes terapéuticas, documentacBes necessarias para o registro e realizacdo
de ensaios farmacoldgicos e clinicos. A partir desta portaria, passa-se a exigir a submissao de
pedidos de licenciamentos para fitoterapicos, mesmo que estes estivessem descritos nas
Farmacopéias, fazendo-se necessaria a apresentacdo de toda documentacao disponivel sobre o
produto (BRASIL, 1967).

Em seguida, veio a lei de n° 5991 de 17 de dezembro de 1973 que mais uma vez
conseguiu dar mais uma evolucdo em se tratando de fitoterapicos. Pois, esta lei estabeleceu
que a dispensacdo de plantas medicinais fosse privativa de farméacias e ervanarias; exigindo a
presenca de farmacéuticos apenas em farméacia e drogarias, os excluido das ervanarias. Apesar
da ndo exigéncia do farmacéutico nas ervanarias, esta lei obrigou que as plantas medicinais
fossem comercializadas exclusivamente nestes estabelecimentos, e ndo em mercados, lojas de
cosméticos, entre outras (BRASIL, 1973).

No ano de 1976 foi sancionada a Lei 6360 que regulamentou as normas para o registro e
avaliacdo de novos medicamentos que ndo incluia os fitoterapicos. Esta Lei tornou oficial a

ndo necessidade de registro para os medicamentos fitoterapicos e a partir deste momento, as
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preparacdes farmacéuticas contendo matérias-primas vegetais descritas em Farmacopéias
associadas a outras estariam isentas de registro (BRASIL, 1976).

Em ambito mundial, o uso de medicamentos fitoterapicos, com finalidade profilatica,
curativa, paliativa ou para fins de diagndstico, passou a ser oficialmente reconhecido pela
Organizacdo Mundial de Satde (OMS) em 1978, quando realizou uma conferéncia em Alma-
Ata (antiga URSS) onde foi estabelecida uma declaracdo na qual constava que “o cuidado
integral para todos e por todos é uma necessidade ndo s6 no ambito da salude, mas para o
futuro dos paises que aspiram a continuar sendo nac¢es soberanas em um mundo cada dia
mais injustas”. Esta declaracdo foi um consenso com a presenca de 134 paises, 67 organismos
internacionais e dezenas de organizagdes ndo governamentais. A proposta era “Salde para
todos no ano 2000”, onde um dos principais pontos foi a incorporacdo das praticas
tradicionais, entre elas a fitoterapia, nos cuidados da saude (OMS/UNICEF, 1979) com esta
iniciativa ocorreu um impulso na utilizacdo das plantas medicinais em todo mundo.

Em 1981, a Portaria n.° 212 de 11 de setembro de 1981, do Ministério da Salude, em seu
item 2.4.3 define o estudo de plantas medicinais como uma das prioridades de investigacao
em salde. No ano 1982, a criagdo do Programa de Plantas Medicinais da Central de
Medicamentos — CEME, do Ministério da Salde, tem como objetivo o desenvolvimento de
uma terapéutica alternativa e complementar, com embasamento cientifico, através do
estabelecimento de medicamentos originados a partir de determinagdo do real valor
farmacoldgico de preparacfes de uso popular a base de plantas ditas medicinais.

Sua estratégia de acdo consiste em submeter as preparacfes de espécies vegetais, tais
quais sdo usadas pela populacdo em geral, a uma completa bateria de testes farmacoldgicos,
toxicoldgicos, pré-clinicos e clinicos, através dos quais se procura a confirmagdo ou ndo da
propriedade terapéutica que lhes é atribuida. Aquelas preparacfes que receberem a
confirmacgédo da acdo medicamentosa, bem como de eficiéncia terapéutica e de auséncia de
efeitos prejudiciais, estardo aptas a se integrarem a Relacdo Nacional de Medicamentos
Essenciais-RENAME (BRASIL, 2002).

Realizada no ano de 1986, a 8* Conferéncia Nacional de Saude trouxe, dentre suas
recomendacdes a “[...] introducéo de préticas alternativas de assisténcia a satde no ambito dos
servicos de salde, possibilitando ao usuario o acesso democratico de escolher a terapéutica
preferida”. Com vistas a viabilizacdo dessa recomendacdo, algumas medidas foram tomadas,
como a regulamentacdo da implantacdo da fitoterapia nos servicos de salde nas unidades
federadas, com a resolucdo da Comissdo Interministerial de Planejamento e Coordenacédo
(CIPLAN) n.° 08, de 08 de marco de 1988/Ministério da Saude (BRASIL, 1988).
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Ainda em 1986 através da Portaria N° 19 da Secretaria Nacional de Vigilancia Sanitaria
(SNVS), tornava obrigatorio o registro na DINAL (Divisdo Nacional de Vigilancia Sanitaria
de Alimentos do Ministério da Salde) das especiarias e ervas destinadas a infusées ou chas
que ndo contivessem com indicacBes no rétulo. No mesmo ano também foi emitida a Portaria
N° 32 que instituia a definicdo e as caracteristicas para distingdo das especiarias e ervas
destinadas a infusdes ou chas, usando como critério a presenca ou ndo de indicacGes
terapéuticas nos rotulos (PETROVICK, MARQUES, PAULA, 1999).

Na primeira década de 2000, a ANVISA publicou varias ResolucGes da Diretoria
Colegiada (RDC) e Resolucdes Especiais (RE), tornando este periodo de grande evolucdo no
que se refere a legislacdo dos medicamentos de origem vegetal. Comecando em 24 de
fevereiro de 2000, que entra em vigor a RDC n°. 17 (BRASIL, 2000).

Normatizando o registro de medicamentos fitoterapicos junto ao Sistema Nacional de
Vigilancia Sanitaria em 16 de marco de 2004 foi publicada a RDC n°. 48/2004, que veio
substituir a RDC n° 17/2000, atualizando a normatizagdo do registro de medicamentos
fitoterapicos.

Além desta RDC n°48, também foram publicadas a RE n°. 88/2004, que traz a “Lista de
Referéncias Bibliograficas para Avaliacdo de Seguranca e Eficacia de Fitoterapicos,” a RE n°
89/2004, que publica a “Lista de Registro Simplificado de Fitoterapicos”; a RE n° 90/2004,
que publica o “Guia para Realizagdo dos Testes de Toxicidade Pré-Clinica de Fitoterapicos”;
a RE n° 91/2004, com o “Guia para Realizacdo de AlteracOes, Inclusdes, Notificacdes e
Cancelamentos Pds-Registros de Fitoterapicos” (BRASIL, 2004).

O ano de 2006 ficard marcado na luta pela consolidacdo dos fitoterapicos, pois foi por
meio de Decreto n° 5813 de 22 junho de 2006 que Governo Federal aprovou a Politica
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, a qual se constitui em parte essencial das
politicas publicas de salde, meio ambiente, desenvolvimento econémico e social como um
dos elementos fundamentais de transversalidade na implementacdo de agdes capazes de
promover melhorias na qualidade de vida da populacdo brasileira (CALIXTO, 2003;
BRASIL, 2006).

De acordo com Rodrigues (2006), a Portaria Interministerial n°® 2960, de 09 de
dezembro de 2008, aprova o Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos e cria o
Comité Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapico, tornando assim mais consolidada a
pratica de uso seguro das plantas com propriedades terapéuticas.

Com vistas a atingir o objetivo da Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos que visa “[...] garantir a populagdo brasileira 0 acesso seguro e o uso racional de
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plantas medicinais e fitoterapicos, promovendo o uso sustentavel da biodiversidade, o
desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria nacional”, este Programa foi concebido
baseado em alguns principios para sua construcdo: melhoria da atencdo a salde, uso
sustentavel da biodiversidade brasileira e fortalecimento da agricultura familiar, geracdo de
emprego e renda, desenvolvimento industrial e tecnoldgico e perspectiva de inclusao social e
regional, além de participacdo popular e do controle social sobre todas as a¢gdes decorrentes
desta iniciativa. J& como objetivos especificos apresentam 0s seguintes pontos:

1- Ampliar as opcdes terapéuticas aos usuarios, com garantia de acesso a plantas medicinais,
fitoterapicos e servicos relacionados a fitoterapia, com seguranca, eficacia e qualidade, na
perspectiva da integralidade da atencdo a salde, considerando o conhecimento tradicional
sobre plantas medicinais.

2- Construir o marco regulatério para producdo, distribuicdo e uso de plantas medicinais e
fitoterapicos a partir dos modelos e experiéncias existentes no Brasil e em outros paises.

3- Promover pesquisa, desenvolvimento de tecnologias e inovacGes em plantas medicinais e
fitoterapicos, nas diversas fases da cadeia produtiva.

4- Promover o desenvolvimento sustentavel das cadeias produtivas de plantas medicinais e
fitoterapicos e o fortalecimento da industria farmacéutica nacional neste campo.

5- Promover o uso sustentavel da biodiversidade e a reparticdo dos beneficios decorrentes do
acesso aos recursos genéticos de plantas medicinais e ao conhecimento tradicional associado
(BRASIL, 2006).

No ano de 2010, a Diretoria Colegiada da Agencia Nacional de Vigilancia Sanitéaria,
lanca a RDC n°. 14 de 31 de margo, que tem como objetivo de estabelecer os requisitos
minimos para o registro de medicamentos fitoterapicos. Sendo esta RDC dividida em seis
capitulos (BRASIL, 2010):

I. Capitulo — disposi¢des iniciais
I. Capitulo — do registro de produtos nacionais
I11. Capitulo — do registro de produtos importados
IV. Capitulo — das alteracGes pos-registro
V. Capitulo — da renovacéo do registro
VI. Capitulo — das disposi¢des finais e transitorias
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A regulagdo dos fitoterapicos € uma busca incansavel para que estes medicamentos
consigam cientificamente comprovar e obter a triade ideal para qualquer medicamento:

seguranga, qualidade e eficacia.

2.11 TOXICIDADE RELACIONADA AO USO DE PLANTAS

Os relatos histéricos e contemporaneos comprovam que todos 0s povos ou etnias do
mundo fizeram e ainda fazem proveito das plantas medicinais, ou seus derivados, de forma
direta ou indireta para o tratamento de males que acometem o homem (KOROLKOVAS,
1996).

A cultura popular da utilizacdo de plantas medicinais, trazida através dos tempos,
corrobora no uso indiscriminado de plantas medicinais dentro do contexto da automedicacao.
Tal uso € comum nas na¢des em desenvolvimento, onde a Organizacdo Mundial da Salde
estima que 80% das pessoas dependem da medicina tradicional (FARNSWORTH, 1997).

Segundo Sharapim (1996) e Carvalho (2005), o uso de extratos vegetais com fins
terapéuticos (fitoterapicos), tem sido crescente tanto em paises desenvolvidos, como em
paises em desenvolvimento.

De acordo com Cunha (2003), existe aproximadamente no planeta cerca de 250.000
espécies botanicas. Destas, apenas um inexpressivo percentual foi investigado quanto a sua
farmacologia e toxicologia, isso torna este universo que compreende o consumo de plantas
medicinais uma grande incdgnita relacionada ao bindmio “Risco / Beneficio”.

Embora haja no pais uma legislacdo que estabeleca critérios para a qualidade, e normas
para producdo e comercializagdo desses produtos, estes ainda tém sido comercializados fora
dos padrdes estabelecidos, sem garantia da eficiéncia terapéutica desejada ou da auséncia de
riscos a salde do consumidor. Além disso, hd a venda de produtos a base de plantas
medicinais sem nenhuma comprovacao pré-clinica nem clinica de sua eficacia e seguranga
(YUNES; CALIXTO, 2001) e ainda auséncia de farmacovigilancia (BRANDAO et al., 2002).

Para Calixto (2000), ha dois tipos de efeitos (problemas) adversos relacionados ao uso
de plantas medicinais. O primeiro é considerado intrinseco a estas plantas e pode ser
relacionada a sua toxicidade, a uma super dosagem e/ou a interacdo com outros farmacos. O

extrinseco esta relacionado a sua manufatura e a problemas com a incorreta identificacdo da
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planta utilizada, falta de padronizagdo na preparacdo, contaminagdo, substituicdo e
adulteracdo de plantas, preparagdo e/ou dosagem incorreta.

Existem vérias causas responsaveis pelo desencadeamento de intoxicacfes com plantas
medicinais como, por exemplo, falta de conhecimento a respeito de condi¢des de cultivo,
associada a correta identificacdo farmacobotéanica da planta, informac@es insuficientes sobre
reacOes adversas, esquema posoldgico, periodo de tempo a ser empregado, entre outras e, em
especial, as interacbes medicamentosas decorrentes e falta de validacdo cientifica.

Atualmente, sabe-se que diversas plantas medicinais usualmente utilizadas e
consideradas como seguras possuem substancias toxicas em sua composicdo e apresentam
restricdes quanto as partes a serem utilizadas; além disso, ha variagdes das concentracdes dos
principios ativos com relacdo a regido de plantio e época de colheita, dentre outros fatores, o
que determina uma grande variabilidade nas caracteristicas de preparados medicinais
formulados e administrados popularmente que podem estar relacionados a problemas de satde
de forma aguda ou cronica (ERNST; PITTLER, 1998).

Os tratamentos com plantas medicinais, por serem considerados isentos de efeitos
colaterais pela populacdo, sdo usados em varias doencas, de maior ou menor gravidade. Mas,
contrariando a crenca popular, 0 uso de muitas destas ervas, geralmente em automedicacéo,
pode trazer sérias consequéncias (MARCUS; GROLLMAN, 2002). Pois, estas plantas séo
comercializadas apoiadas em propagandas que prometem “beneficios seguros, ja que se trata
de fonte natural”.

Segundo Tsen et al. (2000); Blanc et al. (2001); Ang-lee et al. (2001) é necessario a
atencdo dos médicos aos pacientes cronicos, no pré-operatério, nos idosos, criangas,
gestantes , lactantes em relacdo ao consumo de produtos de origem vegetal isolados ou
associados a medicamentos alopaticos.

A utilizagdo na medicina popular do Reino Vegetal vem mostrando, ao longo dos anos,
que determinadas plantas apresentam substancias potencialmente perigosas. Do ponto de vista
cientifico, pesquisas mostraram que muitas delas possuem substancias potencialmente
agressivas e, por esta razdo, devem ser utilizadas com cuidado, respeitando seus riscos
toxicologicos.

Como exemplos de efeitos toxicos de substancias presentes em plantas podem ser
citados os efeitos hepatotoxicos de apiol, safrol (Figura 8), lignanas e alcaldides
pirrolizidinicos; a acdo toxica renal que pode ser causada por espécies vegetais que contém
terpenos e saponinas e alguns tipos de dermatites, causadas por espécies ricas em lactonas
sesquiterpénicas e produtos naturais do tipo Furanocumarinas (CAPASSO et al., 2000).
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Componentes toxicos ou antinutricionais, como o acido oxalico, nitrato e &cido erucico estdo
presentes em muitas plantas de consumo comercial (GUIL et al.,1997). Diversas substancias
isoladas de vegetais considerados medicinais possuem atividades citotoxica ou genotoxica e
mostram relacdo com a incidéncia de tumores (AMES, 1983)

Figura 8- Estruturas quimicas do (A) apiol e (B) safrol.
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Para Menon-miyake et al. (2004) vérias plantas utilizadas pela populacdo como
medicamentos, pode ocasionar de forma sinérgica ou isolada varios problemas de saude.
Exemplificando esta situagcdo temos: A buchinha-do-norte (Luffa operculata), muito usada
nos casos de rinossinusite pela populacdo leiga, pode provocar irritagdo mucosa nasal e
epistaxe quando instilada no nariz além de anosmia ou hiposmia; o confrei (Symphitum
officinale), que no inicio dos anos 80, foi amplamente divulgado na imprensa que esta planta
teria fantésticas propriedades terapéuticas para uma série de doencas, incluindo a leucemia e
até mesmo o cancer. A partir dai, muitas pessoas passaram a ingerir suco de “confrei” (folhas
com éagua batidas no liquidificador) regularmente.

No entanto, estudos toxicoldgicos posteriores mostraram que o “confrei” possui
substancias extremamente tdxicas para o figado, os alcal6ides pirrolizidinicos, o que acabou
culminando na proibicdo de sua indicacdo para uso interno, por possuirem alcaldides
hepatotoxicos que podem induzir o surgimento do hepatocarcinoma; a erva-de-Sdo-Jodo
(Hypericum perforatum) interage com antidepressivos inibidores da recaptacdo de serotonina,
podendo causar intoxicagoes.

Uma planta bastante conhecida e utilizada em todo o Brasil, a camomila (Matricaria
recutita L.), indicada como antiespasmaédico, antiinflamatorio topico, distarbios digestivos e
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insonia leve (BRASIL, 2004), interage com anticoagulantes (como a warfarina) aumentando o
risco de sangramento (SEGAL, 2006). Com barbituricos (fenobarbital) e outros sedativos, a
camomila podera intensificar ou prolongar a acdo depressora do sistema nervoso central;
reduz a absorcéo de ferro ingerido através de alimentos ou medicamentos (ABEBE, 2002).

O alho (Allium sativum L.) que tem como acdes terapéuticas: coadjuvante no tratamento
de hiperlipedemia e hipertenséo arterial leve; prevencédo da aterosclerose (ABEBE, 2002); pa-
cientes que utilizam anticoagulantes orais como a warfarina poderdo apresentar aumento do
tempo de sangramento quando forem administrados medicamentos contendo alho; efeito
semelhante serd observado no uso dos antiplaquetarios (BASILA, 2005). O alho podera
intensificar o efeito de drogas hipoglicemiantes (insulina e glipizida) causando uma
diminuicdo excessiva dos niveis de acucar no sangue (DHARMANANDA, 2010). Quando
usado com saquinavir (empregado no tratamento de infec¢do por HIV) poderd diminuir os
niveis plasmaticos daquela droga tornando seu efeito terapéutico menos eficaz o0 que podera
ocorrer com outras drogas anti-retrovirais (BASILA, 2005).

Céascara sagrada (Rhamnus purshiana D.C.), bastante utilizada no tratamento de
constipacdo ocasional; mas seu uso concomitante com diuréticos tiazidicos ndo é
recomendado, jA que pode ocorrer excessiva perda de potassio, resultando em quadro de
hipocalemia (BRASIL, 2004).

Ja a valeriana (Valeriana officinalis), que é indicada no tratamento de insbnia leve,
sedativo e ansiolitico; tem sua propriedade sedativa potencializada quando utilizada
concomitantemente com benzodiazepinicos, barbitdricos, narcéticos, alguns antidepressivos,
alcool e anestésicos, promovendo, entdo, maior tempo de sedacdo. As solucdes extrativas
desta droga apresentam alcool, o que podera causar nauseas ou vémitos quando administrada
com metronidazol ou dissulfiram. A valeriana também pode interagir com certos farmacos
que utilizam metabolismo hepético (BRASIL, 2004).

Apesar da comprovada eficiéncia terapéutica de muitas plantas, os provaveis efeitos
toxicos que as mesmas podem apresentar quando usadas inadequadamente ainda sao
desconhecidos ou, muitas vezes, ignorados. Com a crescente utilizacdo dessas plantas,
aumentou-se a preocupacdo com o uso destas, visto que a medicina tradicional, popularmente
chamada de “caseira”, ndo apresenta, na maioria das vezes, critérios rigorosos tanto na forma
de utilizacdo e preparo, quanto no que se refere a dosagem e contra-indicacdes, uma vez que
tradicionalmente é disseminado que o0 uso de produtos naturais ndo é prejudicial a satde.

Sendo assim, o cuidado com a utilizacdo é imprescindivel e de suma importancia no

controle dos possiveis efeitos adversos e colaterais que o uso crbénico e/ou agudo pode
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acarretar no organismo, devido a existéncia de plantas que, apesar de serem denominadas
medicinais, podem apresentar toxicidade de acordo com a utilizagdo, com o tempo de

tratamento, com a forma de preparo, entre outros fatores.

2.12 VALORIZACAO MONETARIA DO MERCADO DOS FITOTERAPICOS

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude - OMS, 80% da populacdo mundial faz uso
de medicamentos derivados de plantas medicinais. No Brasil, pesquisas demonstram que mais
de 90% da populacdo ja fez uso de alguma planta medicinal (ABIFISA, 2004); sendo a
fitoterapia uma das terapéuticas mais procuradas atualmente (SIMOES et al., 1999).

A procura por medicamentos & base de plantas vem crescendo mundialmente. Nos
paises desenvolvidos é considerado como alternativa mais saudavel, ou menos danosa a
salde. Mas, nos paises em desenvolvimento é resultante do ndo acesso aos medicamentos
farmoquimicos pela populacdo carente (FREITAS, 2007).

As cifras envolvidas no mercado que giram em torno das plantas medicinais ainda séo
bastante divergentes em termos de informacGes sobre a sua magnitude. Estima-se que o
mercado mundial de drogas de origem vegetal alcance valores em torno de US$ 12, 4 bilhdes
e que o consumo somente no mercado Europeu seja responsavel por aproximadamente 50%
deste total (GUERRA; NODARI, 2004).

J& outras estimativas mostram que o mercado mundial de produtos farmacéuticos
movimentam US$ 320 bilhGes/ano, dos quais US$ 20 bilhdes sdo originados de substancias
ativas derivadas de plantas (GUERRA; NODARI, 2004).

Apesar de movimentar grandes cifras, 0 mercado que envolve as plantas medicinais
ainda tem muito a crescer. Porém , segundo Soejarto (1996), do total de espécies vegetais
encontradas no planeta, apenas 15 a 17% foram estudadas quanto ao seu potencial medicinal.

O comércio dos fitoterapicos é responsavel por uma parcela significativa do mercado
mundial de medicamentos. O mercado de produtos fitoterapicos vem crescendo a uma taxa
anual média de 15%, sendo mais evidente nos paises europeus como a Alemanha, Franca,
Italia e Inglaterra. Além disso, naturalmente, em paises asiaticos, onde as plantas medicinais
constituem parte expressiva das formas de terapia disponiveis. Nesses paises, as leis sanitarias
vigentes sdo em geral mais rigorosas em relacdo ao controle de qualidade e eficacia clinica

desses produtos que sdo, em muitos paises, prescritos pelos médicos (ABIFISA, 2004). Por
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outro lado, segundo a Associacdo Brasileira de Industria Fitoterdpica - ABIFITO (2004), o
crescimento anual do mercado dos medicamentos sintéticos fica em torno de 7% ou menos.

De acordo com a Associacdo Brasileira das Empresas do Setor Fitoterapico,
Suplemento Alimentar e de Promogdo da Saude (ABIFISA, 2004), que se apresenta como a
principal associagdo do setor, 0 mercado brasileiro de fitoterapicos é dimensionado a partir de
um faturamento de R$ 660,5 milhdes, em 2007, e uma quantidade vendida de 37,3 milhdes de
unidades. Esses valores correspondem a cerca de 3% do mercado farmacéutico. O comércio
de fitoterapicos, com o crescimento acelerado, teve um faturamento de quase 11%, em relacdo
a 2005, e de mais de 18% em relacdo a 2006. As quantidades vendidas, também tiveram uma
aceleracdo significativa, passando de 1,8% para 8,5%.

Segundo a Associacdo Médica Brasileira de Fitomedicina (SOBRAFITO, 2010), a
Alemanha é o pais que mais consome fitoterapicos em todo o mundo, com vendas que
superam os US$ 4 bilhGes e representam cerca de 10% do mercado farmacéutico total do pais.
O mercado europeu movimenta cerca de US$ 7 bilhGes, sendo o continente com o maior
consumo de medicamentos fitoterapicos. O mercado asiatico também é bastante expressivo
com cerca de US$ 4 bilhdes. Estima-se que mais de 80% de pessoas no mundo utilizem
fitoterapicos no atendimento primario a satude (YUNES; CALIXTO, 2001).

Uma das vantagens de se investir em medicamentos fitoterapicos € a diminuicdo do
tempo de pesquisa e 0o menor custo frente aos farmacos sintéticos. Estima-se que o
desenvolvimento de um novo medicamento fitoterapico gire em torno de 2% a 3 % do
previsto para o desenvolvimento de um medicamento alopatico (SANT’ANA, 2002).

O custo de um medicamento originado a partir de plantas medicinais gira em torno de
35 milhdes de dblares. Ja a descoberta de um novo medicamento sintético varia de 500 a 800
milhdes de ddlares, podendo levar entre sete a vinte anos de pesquisa para chegar ao mercado
(SANT’ANA, 2002; MCCHESNEY; VENKATARAMAN; HENRI, 2007).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

. Avaliar a toxicidade aguda do EHVG em ratos Wistar.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a bioatividade do EHVG em Artemia salina para determinacéo da CLso.

e ldentificar sinais de toxicidade aguda causados pelo EHVG em ratos Wistar;

e Verificar possiveis influéncias do EHVG sobre os parametros hematolégicos e
bioquimicos em ratos Wistar;

e Analisar macro e microscopicamente os 6rgaos vitais (pulmdes, coracdo, figado e rins)

dos animais tratados com EHVG.
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4 MATERIAL E METODOS

Neste item descreveremos aspectos relacionados a parte experimental do presente
estudo. Relacionamos tanto os locais onde as diversas atividades foram realizadas, quanto o

material empregado e, ainda, 0 modo como cada protocolo experimental foi realizado.

4.1 LOCAL DA PESQUISA

As atividades desta pesquisa foram desenvolvidas nos seguintes locais:

e Areas rurais do municipio de Mazagéo velho (AP)

e Herbario do Instituto de Pesquisa Cientifica e Tecnoldgica do Estado do Amapa
(HAMAB)

e Laboratério Central de Saude Publica do Amapé- Prof® Reinaldo Damasceno (LACEN)
e Laboratorio da Universidade Federal do Amapa

e Clinica Veterinaria Saude Animal (dosagens bioquimicas)

4.2 MATERIAIS UTILIZADOS NO EXPERIMENTO

O material necessario utilizado no experimento foi de natureza vegetal e animal, além

de solucdes, reagentes e aparelhagens.

4.3 ANIMAIS UTILIZADOS NO EXPERIMENTO

e Ratos Wistar
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O ensaio realizado com 24 ratos Wistar (Figura 9), albinos (Rattus norvegicus albinos),
adultos, pesando entre 200 e 300 g ( 12 machos) e entre 150 e 250 g ( 12 fémeas, nuliparas e
ndo gravidas), fornecidas pelo Biotério do Laboratério Central de Saude Publica (LACEN),
Macapa, Ap.

Os animais ao longo do trabalho agrupados em gaiolas de polietileno (seis animais por
gaiola, separados por sexo) e mantidos sob condigdes controladas de temperatura (26 £ °C),
com livre acesso a comida (pellets de racdo Purina) e dgua potavel disponivel em garrafas
graduadas de polietileno com bicos metélico. A racdo e agua sdo colocadas nas grades
metalicas na parte superior da gaiola. Os animais mantidos em ciclos claro/escuro de 12
horas, ou seja, de 6h as 18h (claro) e de 18h as 6h (escuro).

Figura 9- Imagem de Ratos Wistar agrupados em Gaiola
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e Artemiasalina L.

A Artemia Salina é um microcustaceo da ordem Anostraca (Figura 10) utilizado na
alimentacdo de peixes e camardes por seu alto valor nutritivo. Os cistos de Artemia salina L.
utilizados neste ensaio foram provenientes do Laboratério de Fisiologia e Farmacologia da
UNIFAP, sendo armazenados sob resfriamento a 5 °C até a execu¢do do experimento.

Figura 10- Imagem de Artemia salina L
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Fonte: http://archiquita2010.bIogspot.com/2010_05_01_archive.html.

4.4 MATERIAL BOTANICO

As sementes de Vatairea guianensis foram coletadas no municipio de Mazagao, em area
as margens da foz rio Mazagdo Velho. Uma exsicata do material vegetal coletado foi
encaminhada ao Herbario Amapaense (HAMAB) do Instituto de Pesquisa Cientifica e
Tecnoldgica do Estado do Amapa (IEPA), Macapa,Ap.
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E a identidade da planta foi confirmada pelo Dr® Breno Marques da Silva e Silva,
baseada na taxonomia (familia, género, espécie e respectivos nomes vernaculos), na
morfologia floral. Foi observada, também, a presenca de caracteres secundarios que
favorecem o reconhecimento da espécie tais como: habito da planta, tamanho e forma da
planta, cor, estrutura e aspecto das folhas e sementes; como também através da comparacéo a
um espécime que se encontra depositada neste herbario, obtendo o seu nimero de registro
HAMAB-18349.

A espécie coletada tem como caracteristicas observadas: Diametro 105 cm;

aproximadamente 26 metros de altura; coleta realizada as 9 hs em &rea de varzea.

Figura 11- Mapa de localizacdo geografica da vila de Mazagao velho, municipio de Mazagao, Estado do Amapa
(Mapa elaborado por Edson Ribeiro, PPGCS, UNIFAP. (com autorizacédo).
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4.5 SOLUCOES E REAGENTES

e Agua destilada

e Agua potavel

e Alcool etilico (70%)

e Acido rico (Kit reagente-Biochin)

e Amilase (Kit reagente-Biochin)

e Aspartato amino transferase (Kit reagent-Biochin)

e Alanino amino transferase (Kit reagent-Biochin)

e Bilirrubina total (Kit reagente)

e CK-Mb (Kit reagente-Biochin)

e Colesterol total (Kit reagente-Biochin)

e Creatinina (Kit reagente-Biochin)

o Eter

e Extrato hidroalcodlico das sementes de Vatairea guianensis Aublet
e Formol (10%)

e Fosfatase alcalina (Kit reagente-Biochin)

e Gama-glutamiltransferase (gama GT) - (Kit reagente-Biochin)
e Glicose (Kit reagente-Biochin)

e Proteinas totais (Kit reagente-Biochin)

e Triglicerideos (Kit reagente-Biochin)

e Uréia (Kit reagente-Biochin)

4.6 APARELHAGEM

e Analisador bioquimico automatico Celm para determinacGes bioquimicas no soro

e Analisador hematol6gico marca (IDEXX) modelo (QBC VET CENTRIFUGE /QBC
VET AUTOREADER)

e Balanca analitica digital, Marca AND, Modelo HR-120

59
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e Estufa de circulacdo de ar (FANEN modelo 330, série 3096)

e Centrifuga (BIO ENG ® BE 400) para separacdo do soro (3500 rpm durante 10 minutos)
e Moinho de facas (tipo WILLYE)

e Microscopio (Olympus CX 31) para realizacdo da contagem diferencial de leucdcitos

e Microscopio (RML Askamania-Germany), utilizados nas analises histopatolégicas

e Rotavapor- marca (QUIMIS), modelo (Q-344B2)

4.7 CARACTERIZACAO DA PESQUISA

A pesquisa aqui apresentada terd caracteristica observacional e descritiva, com
abordagem quantitativa. A pesquisa observacional indica quais informacGes que realmente
interessam ao estudo utilizando um instrumento de observacdo como também ainda vai
indicar e limitar a area de observacdo evitando ao maximo a apreensdo subjetiva dos fatos
observados e assim indicar o campo, o0 tempo e a duracdo da observacdao (MINAYO, 2007).

A pesquisa descritiva busca mostrar os fatos como sdo observados, registrados,
analisados, classificados e interpretados, isto é, ela descreve o objeto de pesquisa
(TEIXEIRA, 2005).

A abordagem quantitativa faz uso intensivo de técnicas estatisticas, correlacionando as
variaveis e verificando o impacto e a validade do experimento, sendo assim, essas técnicas
devem ser adequadas ao tipo de delineamento adotado. Baseia-se na experimentacdo, onde 0s
delineamentos serdo experimentais com grande controle e valor cientifico (RICHARDSON,
2007).

4.8 CONSIDERACOES ETICAS

O projeto foi protocolado junto ao comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal
do Amapa (CEP/UNIFAP) de acordo com o que preconiza a Resolucdo de n° 196/96 do
Conselho Nacional de Salde e suas complementares, sendo aprovado com o N° 007A/2011. O
projeto intitulado “AVALIACAO DA TOXICIDADE PRE-CLINICA AGUDA DO
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EXTRATO HIDROALCOOLICO DAS SEMENTES DE Vatairea guianensis (AUBLET)”.
A utilizacdo de animais obedeceu a principios técnicos e éticos (ANDERSEN, 2004; COBEA,
2004).

4.9 OBTENCAO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DAS SEMENTES DE V. guianensis
(AUBLET)

O extrato vegetal foi preparado no laboratério do Instituto de Pesquisa Cientifica e
Tecnoldgica do Amapa (IEPA). As sementes verdes de V. guianensis (1000g) foram secadas
em estufa de circulacdo de ar a 45°+ 1C (FANEN modelo 330, série 3096) até completa
desidratacdo. Apos secagem foram trituradas em moinho de facas (tipo WILLYE) até
obtencéo do po seco.

O material vegetal triturado foi submetido a um processo de maceracdo com Etanol
70% numa proporcao de cinco vezes do liquido extrator em relacdo ao peso da amostra, por
um periodo de 7 dias. A solucdo extrativa obtida foi concentrada em evaporador rotativo a
45°+ 1°C sob pressdo reduzida até remocdo do solvente orgénico (VINATORU, 2001;
FERRI, 1996).

A remocdo completa da &gua residual foi realizada em banho maria até obtencdo do
extrato pastoso (155g) hidroalcodlico de V. guianensis . Para a realizagcdo dos testes,
preliminarmente, o extrato hidroalcodlico concentrado foi dissolvido em veiculo inerte

(Tween 80) para a concentracdo desejada.
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Figura 12- Fluxograma do processo de obtencdo do EHVG.
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4.10 BIOENSAIO COM Artemia salina L.

A citotoxicidade sobre Artemia salina foi realizada através da adaptacdo da metodologia
de Meyer et al. (1982).

Inicialmente foi preparada uma solu¢do marinha artificial com o pH ajustado entre 8,0
e 9,0, por meio de uma solucdo de Na,COs. Esta solucéo foi utilizada para eclosdo dos ovos
de Artemia salina e no preparo das demais diluigdes.

Para a obtencdo dos metanauplios (larvas de 24 horas), 20 mg dos cistos de Artemia
salina foram colocados em um recipiente com solugdo marinha artificial (29 °C) o qual ficou
sob iluminagdo artificial por 24 h.

Este recipiente possui dois compartimentos separados por uma placa perfurada. Um dos
compartimentos foi iluminado e outro, onde foram colocados os cistos, ficou coberto com
papel aluminio para evitar a incidéncia de luz. A medida que as larvas forem eclodindo
migraram para 0 compartimento iluminado, ja que possuem fototropismo positivo, permitindo
assim, a separacao dos cistos e dos metanauplios (MCLAUGHLIN, 1982; MEYER et al.,
1982).

A partir de uma solugcdo de 10 mg do extrato foram efetuadas diluicbes para
concentragdes (1,5, 10, 25,50, 100, 250, 500, 750 e 1000 pg/mL). Foram colocados 2 mL de
solucdo marinha artificial em cada uma dessas solu¢des em tubos de ensaio e 10 metanduplios
adicionados em cada tubo.

O teste foi realizado em triplicata e em duas etapas. Um grupo controle também foi
preparado contendo apenas o veiculo utilizado para solubilizar os compostos a serem testados
e as larvas.

O conjunto permaneceu em incubacao sob luz artificial por 24 h e entdo foi realizada a
contagem do namero de larvas vivas e mortas para determinacdo da CLso de acordo com o
meétodo estatistico de Probitos utilizando o programa Microcal Origin 6.0.

O teste de toxidade foi baseada nos critérios estabelecidos por Meyer et al. (1982),
que classifica extratos brutos como toxicos quando apresentam CLsp < 1000 pg/mL e ndo-
toxicos quando a CLso > 1000 pg/mL.



Figura 13- Fluxograma do bioensaio com Artemia Salina
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4.11 TOXICIDADE PRE-CLINICA AGUDA

O protocolo experimental utilizado foi baseado na Resolugéo n° 90, de 16 de marco de
2004 da Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria; esta resolucdo determina que a finalidade
da Toxicidade aguda é avaliar os efeitos toxicos de uma substancia teste apds exposicdo a
uma dose Unica ou fracionada administrada no periodo de 24 horas.

Os testes agudos sdo obrigatdrios para todo tipo de material em teste, independente do
tempo de uso proposto para a espécie humana, pois evidenciam o risco de intoxicacdes
agudas, inadvertidas ou ndo, e a forma de preveni-las (LARINI, 1997; BARROS; DAVINO,
2003).

4.12 ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA

O extrato hidroalcodlico de Vatairea guianensis (EHVG), foi dissolvido em salina e
Tween a 5% e administrado por via oral (gavagem), a um grupo de 12 animais do grupo teste
(6 machos e 6 fémeas) em jejum por 12 horas, na dose de 2000 mg/kg de peso corporal
animal. O grupo controle (6 machos e 6 fémeas) recebeu 0 mesmo volume do veiculo(Figura
16).

Apo6s a administracdo do EHVG, obedecendo aos seguintes tempos: 0, 15 minutos, 30
minutos, 60 minutos, 120 minutos e a cada 240 minutos e diariamente durante 14 dias
seguidos foram observados sinais toxicos em geral. Sendo avaliados os seguintes parametros
no “Screening” hipocrético: atividade geral, frémito vocal, irritabilidade, resposta ao toque,
aperto de cauda, contorcao trem posterior, endireitamento e retirada (cauda), tdnus muscular,
forca de agarrar, ataxia, reflexo auricular, reflexo corneal, tremores, convulsdes, estimulagdes,
Straub, hipnose, anestesia, lacrimacdo, ptose palpebral, miccdo, defecacdo, piloerecéo,
hipotermia, respiracdo, cianose, urina vermelha e diarréia. Os pardmetros foram avaliados
através de escalas analdgicas unipolares variando de 0 a 4(Anexo 1).

A partir da 242 hora até 14 dias ap6s a administracdo da dose, foi observada diariamente
a variacao de peso (g) dos animais (Figura 15), consumo (Figura 14) de racdo (g), agua (mL),
onde estes resultados foram anotados em ficha especifica. Ao fim do periodo de observacao,
foi retirado sangue de todos os animais para analises dos parametros hematoldgicos e
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bioquimicos, em seguida eles foram mortos por tracdo cervical e autopsiados, sendo

observadas as caracteristicas macroscopicas, histopatoldgicas e peso dos pulmdes, rins, figado

e coracéo.

Figura 14- Peso da racdo

Fonte: Arquivo pessoal

Figura 15 — Peso dos animais

Fonte: Arquivo pssal
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Os sinais de toxicidade sdo assim divididos e definidos (ALMEIDA, 1983):

a. Avaliacdo do consciente e disposi¢ao

Aparéncia geral: E feita a observagio se 0s animais estdo excitados ou deprimidos, ou
recolhidos em grupos no canto da gaiola.

Frémito vogal: Verificam-se o0s sinais sonoros emitidos pelos animais estdo
aumentados.

Irritabilidade: Observacdo do comportamento animal quanto a agressividade.

b. Avaliagdo da atividade e descordenacdo do Sistema Motor

Atividade geral: Verifica-se a movimentagdo dos animais se estdo dentro dos
parametros de normalidade.

Resposta ao toque: Neste item é observado se 0s animais respondem aos estimulos do
toque.

Resposta ao pingamento da cauda: Com uma pinca aperta-se a cauda do animal com a
finalidade de verificar a resposta sensitiva a dor.

Marcha anormal: E observado se o deslocamento do animal dentro da gaiola é normal
Ou n&o.

Reflexo de endireitamento: Verifica-se a falta de equilibrio na locomoc¢éo do animal.

c. Avaliacdo da atividade sobre a musculatura esquelética

Tonus de pata: Testa-se a capacidade do animal se equilibrar sobre um lapis ou bastao
de vidro.

Tonus do corpo: Retira-se 0 animal da gaiola e verifica-se se a musculatura esta
flacida.

Forca para agarrar: Avalia-se a capacidade do animal em permanecer seguro a um
lapis ou mesmo a grade superior da gaiola.

Ataxia: Observa-se se ha irregularidades das acdes musculares ou falta de coordenacao

destas agdes.
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d. Avaliacdo de reflexos

Auricular e corneal: Trata-se de comprovar se o animal responde a excitacdo
provocada por cotonete de algoddo nas regides auriculares e corneal, através de

movimentacao sensitiva auricular e/ou com fechamento das palpebras.

e. Avaliacdo da atividade no Sistema Nervoso Central

Tremores e convulsdes: Verifica-se estes sinais nos animais do grupo teste.

Estimulagdes: Trata-se de aquilatar se os animais apresentam efeito estimulador
semelhante ao provocado por drogas como estricnina, picrotoxina e cardiazol.

Straub: E realizada uma observagio se 0 animal apresenta cauda ereta, muitas vezes
com ponta quase tocando a cabeca (devido a espasmo da musculatura préxima a base da
cauda e ao redor do anus), caracteristicas do opiaceos.

Sedacdo: Neste item é observada a constatacéo se ha sinais de sedacdo dos animais.

Hipnose: Verifica-se a ocorréncia desses efeitos semelhantes ao apresentado pelos
barbiturados.

Anestesia: Pode ser medido por pingagem da cauda.

f. Avaliacdo da atividade autbnoma

Tamanho da pupila: E verificada a ocorréncia de contragio ou dilatagio do didmetro
pupilar.

Lacrimejamento e salivagdo: Trata-se de examinar nos olhos e boca dos animais a
presenca de secrecdo que em geral apresentam tonalidade avermelhada.

Ptoses: Registra-se a ocorréncia de fechamento palpebral que caracteriza as drogas
neurolépicas.

Piloerecdo: Verifica-se se ha ericamento de pelos.

Respiracdo: Observa-se se a respiracdo do animal estd aumentada ou ha insuficiéncia

respiratéria.
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Figura 16- Fluxograma do ensaio da toxicidade aguda
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4.13 EXAME LABORATORIAL DO SANGUE

A coleta do sangue foi realizada através de sangria do plexo braquial, sendo o sangue
coletado em tubos com anticoagulante acido etilenodiamino tetracético (EDTA), para
determinacdo dos parametros hematolégicos, em tubos com gel separador — Microtainer
Becton Dickson® — centrifugados por 10 minutos a 3500 rpm, para obtenc&o do soro, para

determinacdo dos parametros bioquimicos.

4.14 PARAMETROS HEMATOLOGICOS

Quatorze dias ap6s a administracdo das doses utilizadas por via oral, foi retirado sangue
dos vinte e quatro ratos através do plexo braquial, para analise laboratorial de parametros
hematoldgicos, estudo das séries vermelha (eritrograma) e série branca (leucograma) e
contagem de plaquetas.

O eritrograma ou hematimetria, de acordo com Failace (2003), é a parte do hemograma
que avalia a série vermelha , e que compreende a massa eritréide circulante - reticuldcitos e
eritrocitos maduros - além do mielograma.

A hematimetria € uma avaliacdo quantitativa da massa de eritrocitos e hemoglobina no
sangue circulante, que fornece informacdes sobre a morfologia dos eritrécitos. Ela é composta
pela: contagem de hemécias (Hc) - expressa em Hm x 10°/mL; dosagem de hemoglobina (Hb)
- expressa em gramas/ decilitros (g/dL); determinacdo do hematdcrito (Ht) - expresso em
porcentagem (%); determinacdo do volume corpuscular médio (VCM) - expresso em
fentolitros (fL); determinacdo da hemoglobina corpuscular média (HCM) - expressa em
picograma (pg); concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) - expressa em
(g9/dL) e amplitude de distribuicdo dos eritrocitos (RDW — Red blood cell Distribution Width)
fornecidos nas determinacGes automaticas.

Através do leucograma analisar-se as células responsaveis pela defesa do organismo e,
portanto, avaliar a capacidade de resposta destas células frente a diferentes situaces. E
composto pelas contagens total de leucdcitos (CTL) e diferencial de leucécitos (CDL). A
contagem diferencial de cada leucdcito (neutrofilos, eosindfilos, basofilos, linfocitos e
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mondcitos) é expressada em (ndmero de leucécitos/ mL, na contagem absoluta, e (b) pela
avaliacdo da morfologia das mesmas no esfregaco sanguineo (DESCAT, 2002).

Segundo Santos e Meirelles Filho (2004), as plaquetas séo analisadas quantitativamente,
sendo expressas em PLT x 10%/mm3, e que através de contadores automatizados é possivel
obter: a amplitude de distribuicdo das plaquetas (PDW) - expressa em fentolitro (fL), o
volume médio das plaquetas (VMP) - expresso em fentolitro (fL), e a razdo de células grandes
de plaquetas (RCGP) - expresso em percentual (%).

Estas determinagOes foram realizadas no analisador celular marca (IDEXX) modelo
(QBC VET CENTRIFUGE /QBC VET AUTOREADER). As extensfes sanguineas foram
corados (pandtico) manualmente e analisados em microscépio Olympus, para confirmacédo e

controle da contagem das células.

4.15 PARAMETROS BIOQUIMICOS

Os parametros bioquimicos avaliados foram : Glicose (mg/dl), Colesterol (mg/dl),
Triglicerideos (mg/dl), Uréia (mg/dl), Creatinina (mg/dl), Acido Grico (mg/dl), Fosfatase
alcalina (UI/L), Aspartato amino transferase (UI/L), Alanina amino transferase (UI/L),
Proteinas totais (g/dL), Amilase (UI/L), Bilirrubina total (mg/dl), Bilirrubina indireta (mg/dl),
Bilirrubina direta (mg/dl) e Gama-glutamiltransferase ([1- GT).

4.16 EXAME ANATOMOPATOLOGICO

Apobs quatorze dias da administracdo da dose de 2000 mg/kg do EHVG pela via oral
(gavagem), todos os animais do grupo teste e controle foram sacrificados por deslocamento
cervical, examinados macroscopicamente, com ressec¢do dos pulmdes, coracao, figado e rins.
As seccdes teciduais dos 6rgdos excisados, fixados em formalina (solugdo de formol a 10%)
tamponada, ap6s 24 horas, forma resseccionadas para processamento histopatoldgico:

desidratacdo com séries crescentes de alcool (70 a 100%), diafanizacdo em xilol, impregnacao
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e inclusdo em parafina, segundo 0s métodos habituais (BACHA; WOOD, 1990). Em
micrétomo, os fragmentos tissulares foram seccionados em espessura de 3,0 uM e
subsequentemente submetidos a coloracdo hematoxilina-eosina e tricrébmico de Masson, e

examinados ao microscopio 6ptico.

4.17 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos neste estudo foram expressos como média + erro padrdo da média
(e.p.m). O teste t de Student foi utilizado para avaliar a significancia das diferengas entre as
médias. As diferencas entre as médias foram consideradas significantes quando valor obtido
para “p” foi menor que 0,05 (p<0,05), com intervalo de confianca de 95%. O programa
utilizado para as analises foi 0 GraphPad Prism versao 4.03.

Para o bioensaio com A. salina L. foi utilizado o método estatistico de PROBIT e o
programa Microcal Origin 6.0. na determinacdo do céalculo da concentragdo letal média
(CLsp).
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5 RESULTADOS

5.1 AVALIACAO DA ATIVIDADE DO EHVG EM Artemia salina

Como ensaio preliminar deste estudo foi realizado o teste de bioatividade sobre Artemia
salina, expondo estes microcrustaceos a elevadas concentragdes (1 - 1000 pg/mL) do EHVG
para calculo da CLso. Meyer et al. (1982) classificaram extratos brutos como toxicos quando
apresentam CLsp < 1000 pg/mL e ndo-tdxicos quando a CLsp > 1000 pg/mL.

O valor médio da CLsy de EHVG obtido a partir deste teste foi de 2692,39 pg/mL
(Figura 17); mostrando que os compostos do EHVG ndo apresentam indicios de toxicidade.
Ressalta-se que a auséncia de toxicidade dos extratos no teste de letalidade contra Artemia
salina € um provavel indicador de que a planta pode ser bem tolerada frente ao sistema

bioldgico.

Figural7- Percentual (%) de larvas sobreviventes da exposi¢do a concentragdes crescentes do EHVG. Valores
obtidos por regressao linear das média da triplicata do experimento. O intervalo de confianca foi de 95% e
considerado significativo quando p<0,05.
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5.2 AVALIACAO DA TOXICIDADE PRE-CLINICA AGUDA DO EHVG EM RATOS

5.2.1 Observagdo clinica dos animais

O EHVG (2000mg/kg,v.0) ndo induziu sinais de toxicidade como alteragdes
comportamentais ou morte nos animais experimentais durante os 14 dias de observacdo, apos

a administracdo aguda.

5.2.2 Desenvolvimento ponderal dos animais

A anélise da evolugdo ponderal dos animais tratados com EHVG (2000 mg/kg) foi
avaliada comparando-se 0 ganho de peso diario destes com seus respectivos grupos controles
machos e fémeas (que receberam apenas o veiculo).

Pode-se evidenciar que EHVG ndo promoveu alteragdo significativa no ganho de peso
das fémeas em relacdo aos animais do grupo controle, porém, os ratos machos tratados com o
extrato demonstraram uma diminuicdo estatisticamente significativa (P < 0,05) no ganho de
peso principalmente a partir do nono dia de observagéo (Figura 18).
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Figura 18- Efeito de EHVG (2000 mg/kg, v.0) sobre a evolugcdo ponderal de (A) ratos machos (n=6) e (B)
fémeas n=6), em quatorze dias de observacdo, quando comparados com 0s respectivos grupos controle (n=6-6).
Os resultados foram expressos como a média + e.p.m. O teste utilizado para comparacdo entre médias foi o t

student.
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5.2.3 Consumo de ragao

A Figura 19 (A e B) Mostra que (2000 mg/kg) do EHVG néo foi capaz de induzir

diferencas estatisticamente significativas (p > 0,05) quanto ao consumo de ragdo entre

animais dos respectivos grupos testes e controles (que receberam apenas o veiculo).
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Figura 19- Efeito de EHVG (2000 mg/kg, v.0) sobre a consumo de racdo de (A) ratos machos (n=6) e (B)
fémeas n=6), em quatorze dias de observacdo, quando comparados com 0s respectivos grupos controle (n=6-6).
Os resultados foram expressos como a média + e.p.m.
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5.2.4 Consumo de agua

A ingesta hidrica pelos animais que receberam o EHVG (2000 mg/kg) também nao foi
diferente estatisticamente (p > 0,05) daquela dos grupos controles (veiculo), tanto para os

machos como para as fémeas, conforme demonstrado nas Figuras 20 (A e B).
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Figura 20- Efeito de EHVG (2000 mg/kg, v.0) sobre a consumo de agua de (A) ratos machos (n=6) e (B)
fémeas n=6), em quatorze dias de observacdo, quando comparados com 0s respectivos grupos controle (n=6-6).
Os resultados foram expressos como a média + e.p.m.
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No exame macroscépico de érgdos vitais (pulmdes, figado, coracdo e rins) dos ratos
machos e fémeas tratados com EHVG (2000 mg/kg), ndo evidenciou-se alteracbes na
estrutura, rigidez ou coloracdo das superficies de tais 6rgdos quando comparados aos
respectivos grupos controles, tratado apenas com o veiculo. Porém, o extrato reduziu de forma
estatisticamente significativa a massa relativa (%) do coracdo (**p< 0,01), figado (*p<0,05) e
rins (*p<0,05) dos machos do grupo teste em relacdo ao grupo controle. Nenhuma alteracédo
significativa foi evidenciada na massa relativa dos 6rgédos de animais fémeas (Figuras 21 A-B,
Figuras 22 A-B, Figuras 23 A-B e Figuras 24 A-B).
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Figura 21- Efeito de EHVG (2000 mg/kg, v.0) sobre a massa relativa (%) do coracdo de (A) ratos machos (n=6)
e (B) fémeas (n=6). Os resultados foram expressos como a média + e.p.m., sendo estas comparadas com as dos

respectivos grupos controle (n=6-6) utilizando o teste-t de Student.
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Figura 22- Efeito de EHVG (2000 mg/kg, v.0) sobre a massa relativa (%) dos pulmdes de (A) ratos machos
(n=6) e (B) fémeas n=6). Os resultados foram expressos como a média + e.p.m., sendo estas comparadas com as

dos respectivos grupos controle (n=6-6) utilizando o teste-t de Student.
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Figura 23- Efeito de EHVG (2000 mg/kg, v.0) sobre a massa relativa (%) do figado de (A) ratos machos (n=6)
e (B) fémeas n=6). Os resultados foram expressos como a média + e.p.m., sendo estas comparadas com as dos
respectivos grupos controle (n=6-6) utilizando o teste-t de Student.
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Figura 24- Efeito de EHVG (2000 mg/kg, v.0) sobre a massa relativa (%) dos rins de (A) ratos machos (n=6) e
(B) fémeas n=6). Os resultados foram expressos como a média + e.p.m., sendo estas comparadas com as dos
respectivos grupos controle (n=6-6) utilizando o teste-t de Student.
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5.2.6 Analise do perfil hematoldgico

A Tabela 1 nos mostra o resultado do hemograma realizado nos 24 ratos dos grupos
controle e teste (machos e fémeas), ap6s 14 dias da administracdo via oral do EHVG na dose
de 2000 mg/kg.

Como pode ser observado na tabela abaixo os animais, tanto os machos como as
fémeas de ambos os grupos, conforme andlises estatisticas realizadas ndo foram encontradas
diferencas significativas para a hematdcrito, hemoglobina, granuldcitos, Concentragao
Hemoglobina Corpuscular Média, plaquetas, leucdcitos totais e eosinofilos. No entanto, para
série branca, na contagem diferencial, foram encontradas diferencas estatisticamente
significativas para os leucdcitos segmentados e linfocitos para os animais machos e fémeas

do grupo tratado com 0 EHVG em comparagdo ao grupo que recebeu apenas o veiculo.

Tabela 1- Efeito da administracdo aguda de EHVG sob o perfil hematolégico dos ratos machos (n=6) e fémeas
(B n=6) quatorze dias ap0s a exposicdo, em compara¢do ao grupo controle que recebeu apenas o veiculo

(médiatEPM), **p<0,01e ***p <0, 001 versos controle (teste ““t” de Student).

Machos Fémeas
Parametros
Hematol6gicos Controle EHVG Valor de “p” Controle EHVG (2g/kg) Valor de
(29/kg) “p”
HT (%) 42,37+0,96 44,48+1,08 0,1749 42,38+1,76 37,63+1,45 0,0639
HB (g/dL) 13,48+0,33 14,52+0,46 0,0961 13,55+0,41 12,53+0,62 0,2000
GRANS 8,17+0,94 7,73+0,81 0,7303 8,58+1,68 5,77£1,12 0,1942
CHCM 31,87+0,84 32,58+0,36 0,4552 32,05+0,54 33,28+0,94 0,2830
PLT (uL) 407,67£112,78 | 415,83+57,90 0,9499 258,50+50,94 | 289,17£115,22 0,8126
LEUC. 21,28+2,45 20,00£1,66 0,6745 19,92+2,96 15,17+2,89 0,2776
EOS (%) 3,50+0,96 2,67+0,67 0,5531 2,67+0,42 3,33+0,99 0,4945
SEGM (%) 20,17+1,51 8,83+1,70 0,0005*** 26,00£2,39 13,17+1,25 0,0008***
LINF (%) 76,33%1,20 87,83+2,09 0,0008*** 70,00£2,45 83,17+1,62 0,0012**

Os valores representam a média + EPM (erro padrdo da média).

student).

**p<0,001, ***p<0,0001 (Teste “t” de
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5.2.7 Anélise do perfil bioquimico

A Tabela 2 nos mostra a média dos valores bioquimicos sanguineos absolutos dos
ratos (machos e fémeas) que receberam o EHVG na dose de 2000 m/kg (dose Unica, via oral)
e 0 grupo controle que recebeu apenas o veiculo. Os resultados obtidos demonstram que o
EHVG ndo foi capaz de promover alteracdes com significancia estatistica para o colesterol,
triglicerideos, uréia, |creatinina, acido Urico, asparato aminotransferase (AST) , proteinas
totais, amilase, gama-glutamiltransferase ([J-GT) e bilirrubina direta. Porém, o EHVG
induziu alteracBes estatisticamente significativas para enzima hepética alanina
aminotransferase (ALT) dos animais machos e fémeas que receberam o extrato, como
também nas bilirrubinas (total e indireta) e fosfatase alcalina (FAL) somente nas fémeas
tratadas com 0 EHVG e também a glicose nos machos tratados.

Tabela 2- Efeito da administracdo aguda de EHVG sob o perfil bioquimico dos ratos machos (n=6) e fémeas (B
n=6) quatorze dias ap6s a exposicdo, em comparacdo ao grupo controle que recebeu apenas o veiculo
(médiatepm), *p<0,05 e **p< 0,01versos controle (teste “t”” de Student).

Parametros Machos Fémeas
Bioguimicos
Controle EHVG Valor de “p” Controle EHVG Valor de
(2mg/kg) (2mg/kg) “p”
Glicose (mg/dL) 161,7+5,0 125,4+8,92 0,0238* 142,8+5,0 161,3+22,7 p=0,4851
Colesterol (mg/dL) 277,8+24,2 257,7+38,0 0,6914 302,2+14,1 316,8+65,9 p=0,8465
Triglicerideos 317,0+77,0 379,3+48,4 0,5086 301,3+54,1 348,8+59,8 p=0,5688
(mg/dL)
Uréia (mg/dL) 139,3+14,1 99,7+18,3 0,1478 96,5+27,19 151,2+45,4 p=0,3682
Creatinina 1,4+0,21 1,0£0,16 0,1560 1,0£0,22 1,6+0,44 p=0,2754
(mg/dL)
Acido arico 10,8+1,28 1242,13 0,6777 9,8+1,42 12,3+2,32 p=0,4209
(mg/dL)
AST (UI/L) 72,7£12,38 88,8+32,5 0,6801 82+9,16 55,5+7,28 p=0,0656
ALT (UI/L) 115,7+£18,9 65,3+6,5 0,0440* 139,7+£20,7 80,3£10,2 p=0,0424*
Proteinas totais 6,7+0,54 6,4+0,79 0,8962 6,7+0,54 6,5+0,67 p=0,7841
(g/dL)
Fosfatase alcalina 114,7+29,9 120,7+£22,4 0,8865 80+10,3 168,3+32,9 p=0,0416*
(UI/L)
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Bilirrubina total 0,62+0,05 0,6+0,07 0,8684 0,6+0,04 0,8+0,03 p=0,0061**
(mg/dL)
Bilirrubina 0,37+0,05 0,4+0,05 0,6703 0,33+0,03 0,55+0,04 p=0,0025**
indireta (mg/dL)
Bilirrubina direta 0,25+0,03 0,2+0,03 0,3409 0,27+0,02 0,25+0,02 p=0,5995
(mg/dL)
Amilase (U/) 584,2+108,6 388,5+73,5 0,2031 674,5465,4 | 465,5+153,3 p=0,2788
G-GT (Un) 4,72+0,78 5,45+1,01 0,6127 6,78+0,31 6,67+0,36 p=0,8283

5.2.8 Exame Histopatoldgico

Foi realizada analise microscépica com o intuito de investigar a capacidade do EHVG
em produzir alteracBes agudas histolégicas no figado, pulmédo, rins e coracdo dos animais
tratados.

Os resultados obtidos demonstraram ndo haver alteragcbes significativas morfo-
arquiteturais ou citolégicas nos tecidos cardiacos e pulmonares (Figuras 25 e 26) analisados
apos o fim do ensaio de toxicidade pré-clinica aguda dose Unica (gavagem) de 2000 mg/kg do
EHVG nos animais do grupo tratado (machos e fémeas).

No tecido cardiaco, as fibras musculares se organizam, em sec¢éo longitudinal, em uma
disposicdo fascicular paralela. Individualmente, as células (rabdomioblastos) exibem
citoplasma eosinofilico granuloso, com estriacBes transversais tipicas e ndcleos volumosos e

alongados, com cromatina finamente dispersa e disposi¢do periférica no citoplasma celular.
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Figura 25- SeccGes histologicas coradas em Hematoxilina e Eosina da musculatura cardiaca exibindo fibras
levemente distendidas demonstrando caracteristicas de normalidade em um animal macho que recebeu o0 nimero
1 e de uma fémea que recebeu o nimero 1 em gaiolas separadas (dos grupos tratados com EHVG (A) e (B).
Detalhe da fibra muscular exibindo rabdomioblastos com ndcleos fusiformes com cromatina tipicamente
dispersa (setas delgadas) e citoplasma apresentando estriacdes transversais caracteristicas em macho-1 e fémea-1
do grupo tratado com EHVG (C) e (D).
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Conforme pode ser visto na Figura 26, a maior parte da massa pulmonar se mostrou
constituida por alvéolos septados por paredes delgadas revestidas em cada face por uma
camada de epitélio simples constituido por pneumdcitos tipo | (células pavimentosas) e
pneumdcitos tipo Il (células cuboidais). Observam-se, ainda, a presenca de brénquios
revestidos por um epitélio respiratério, abaixo do qual se encontra uma lamina prépria
circundada por camada de fibras musculares lisas, e mais perifericamente por placas de
cartilagem hialina, e bronquiolos (semelhantes aos brénquios, mas sem cartilagem periférica).
Em éareas focais, evidencia-se a presenca de agregados linfoides, algumas vezes reacionais,
denominados de Sistema BALT (Tecido Linfoide Associado aos Bronquios).
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Figura 26- SeccOes histoldgicas coradas em Hematoxilina e Eosina de tecido pulmonar. Observar alvéolos
pulmonares (ap) com caracteristicas usuais em um animal macho-1 (A) e uma fémea-1 (B) do grupo tratado
com EHVG. (C) Bronquiolos pulmonares (bp) tipicos em um animal macho-1 (C) e uma fémea-1 (D) tratados
com EHVG. Agregados linféides dos sistemna BALT (Bronchiolar Associated Lymphoid Tissue) em um macho-
1 e uma fémea-1 do grupo tratado (E) e (F).
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A analise do tecido renal (Figura 27) revelou que, apesar das caracteristicas morfo-

arquiteturais se apresentaram basicamente tipicas, amostras dos animais do grupo tratado com
0 EHVG: animal-1 e animal-5 machos e um animal-2 fémea exibiram ocasional acimulo de
goticulas de material amorfo eosinéfilico, refringente, hialino, com limites nitidos nos tbulos
renais proximais. Este tipo de degeneracdo hialina ocorre devido a absorcdo de proteinas
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provenientes da luz tubular, quando o glomérulo permite a passagem de proteinas (GOMBOS
et al., 2010), como em casos de glomerulonefrite. Além disso, areas focais de aumento do
espaco da capsula de Bowman foram observadas no animal-5 macho . No entanto, a auséncia
de inflamagdo cortical e de inclusdes citoplasmaticas hialinas nas células tubulares e de outras
modificacbes morfoldgicas glomerulares dificulta a interpretacdo deste dado. Sugerimos, pois,
que seja realizada correlacdo com dados bioquimicos a fim de analisar se estes achados
morfoldgicos representam um sinal toxicolégico ou apenas um artefato.

Figura 27- Secc@es histoldgicas coradas em Hematoxilina e Eosina do tecido renal. (A) Coétex renal exibindo
glomérulo (gr) tipico e (B) glomérulo com espessamento da capsula de Bowman, ambos no animal-1 macho
tratado com EHVG. (C) Tubulos proximais mostrando acimulo de material eosinofilico amorfo de aspecto
proteinaceo no animal-2 macho tratado com EHVG. (D) detalhe da figura anterior, destacando tibulo contendo
material proteinaceo (setas delgadas).

Conforme mostra a Figura 28, a analise histologica do tecido hepatico revelou areas

focais onde se observava a presenca de corpos apoptéticos e binucleacdo em todos os
espécimes. A apoptose, ou morte celular programada, é regulada pela transcricdo de alguns
genes e se caracteriza por um conjunto caracteristico de cambios morfolégicos celulares. A
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renovacdo celular implica que todas as células completamente diferenciadas que constituem
um tecido devem morrer e ser substituidas de modo controlado e “programado”. Além de
assegurar a manutencdo fisiolégica da populacdo de hepatocitos e células ndo-
parenquimatosas no figado, a apoptose participa na patogénese de diversas doencas
hepatobiliares, como hepatites a virus, doencas colestaticas, doenca hepatica alcodlica e
transplantes hepaticos (PAROLINI; REASON, 2001).

A Dbinucleacdo, por sua vez, tem sido descrita como um importante indicador de
crescimento hepético ou de aumento na atividade metab6lica hepatica, embora 0 aumento nas
figuras de binucleacdo venham sendo associadas a danos oxidativos (PARK et al., 2010).
Contudo, conquanto apoptose e binuclea¢do tenham sido observadas em todos os grupos,
essas caracteristicas morfolégicas parecem representar muito mais o balanco entre perda e
regeneracdo celular hepatica do que uma expressdo morfolégica de dano citolégico ou

tissular.

Figura 28. SeccOes histologicas hepéticas coradas em Hematoxilina e Eosina mostrando hepat6citos bem
corados, com citoplasma finamente granuloso, organizados em corddes, no animal-1 macho (A) e um animal-1
fémea (B) do grupo tratado com EHVG. Destaque para corpo apoptético (seta) no animal-2 macho do grupo
tratado (C) e area focal de discreta perda de eosinofilia citoplasmatica consistente com edema intracelular
moderado no animal-4 fémea do grupo tratado (D).

A
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6 DISCUSSAO

6.1 AVALIACAO DO EHVG FRENTE AO BIOENSAIO DE Artemia salina

O ensaio com A. salina L. foi escolhido devido ser considerado um bioensaio preliminar
no estudo de extratos e produtos de origem natural com potencial atividade biol6gica de
acordo com as literaturas e codigos de vigilancia em varios paises. Esse teste € viavel devido a
semelhanca dos limites dos efeitos toxicos produzidos em A. salina com aqueles produzidos
no ser humano (KLASSE et al., 2001).

No experimento frente ao microcustaceo A. salina L. com o EHVG foi obtido uma CLsg
= 2692,39 pg/mL. Comprovando desta maneira, de acordo com a classificacdo de toxicidade
proposta por Meyer et al. (1982),que o extrato € nao tdxico.

Desta forma, considera-se que a auséncia de toxicidade dos extratos no teste de
letalidade contra Artemia salina é um provavel indicador de que a planta pode ser bem
tolerada frente ao sistema bioldgico. Entretanto, estudos mais detalhados com a espécie V.
guianensis para a avaliacdo da toxicidade empregando-se outros modelos (in vitro e in vivo)

se fazem necessarios.

6.2 AVALIACAO DA TOXICIDADE PRE-CLINCA AGUDA (DOSE UNICA)

A avaliacdo do binémio risco/beneficio no emprego de toda e qualquer preparacdo
farmacéutica (alopatica, homeopatica, fitoterapica) é um dos principais objetivos dos estudos
farmacoldgicos e toxicoldgicos, pré-clinicos e clinicos. Para Brito (1994), dentro de uma
avaliacdo estimativa das propriedades tdxicas de uma substancia quimica a determinacdo da
toxicidade pode ser efetuada apds a obtencdo de dados de toxicidade aguda em doses simples
ou repetidas.

De acordo com Lapa et al. (2000), num ensaio de toxicidade pré-clinica aguda os
animais sdo tratados com dose Unica do produto em teste ou, eventualmente, com doses
repetidas em periodo ndo superior a 24 horas. No caso deste estudo, fez-se a utilizacdo da
dose Unica com o0 EHVG de 2000 mg/kg em ratos Wistar.

O estudo toxicoldgico pré-clinico agudo de uma dada droga é de fundamental

importancia, pois caracteriza os efeitos toxicos produzidos a partir de sua administracdo, em
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uma determinada concentracdo, capaz de provocar danos em 0Orgaos de metabolizacdo em
animais de experimentacéo.

No que concerne a espécie em estudo, Vatairea guianensis, os trabalhos da literatura
estdo relacionados aos aspectos quimicos (isolamento), microbiolégicos, antiparasitarios e
valor econdmico de sua madeira, contrastando com caréncia de estudos toxicoldgicos
detalhados com produtos originados dessa planta e utilizados na medicina popular.

O tratamento agudo de 2000 mg/kg do EHVG (dose Unica) por gavagem em ratos
Wistar, inicialmente ndo promoveu morte e nenhum sinal clinico visivel de toxicidade
durante os 14 dias do experimento.

Segundo Malone e Robichaud (1983), o screening hipocratico fornece uma estimativa
geral da toxicidade da substancia sobre o estado consciente e a disposicdo geral, atividade e
coordenacao do sistema motor, reflexos e atividades sobre o sistema nervoso central e sobre o
sistema nervoso autbnomo.

Ja para Luacio et al.(2000) o screening hipocratico € um ensaio bastante util e
comumente usado na triagem preliminar de plantas para determinar atividades toxicoldgicas e
farmacoldgicas.

Por tanto, neste estudo, a administragdo aguda em dose unica (2000 mg/kg) do EHVG
demonstrou ndo influenciar nas alteragdes comportamentais(nenhum sinal visivel de
toxicidade foi observado), indicando de acordo com o periodo de observacdo (14 dias
consecutivos), que o extrato administrado de forma aguda é bem tolerado por via oral em
ratos de ambos 0s sexos, ndo interferindo na coordenacdo motora nem nos reflexos, além de
nao influenciar em outras atividades fisioldgicas relacionadas com o Sistema Nervoso Central
(como tremores, convulsdes, straub, hipnose, anestesia), ou com o Sistema Nervoso
Autdénomo (como lacrimacdo, respiracdo, cianose, ptose, salivagcdo, miccdo, piloerecéo,
hiportemia).

A variacdo na massa corporal, o consumo de agua e racao sao dados de facil obtencéo e
sdo também variadveis de extrema importancia no que se refere a toxicidade. AlteracGes nesses
parametros de modo diferente do esperado pode ser sinal do desenvolvimento de doencas e
alteracOes tanto centrais como periféricas (SUCKOW et al., 2006).

Na avaliacdo dos habitos fisiologicos diarios (consumo de racdo e de agua) durante 0s
14 dias do experimento, a administragcdo do EHVG na dose de 2000mg/kg via oral (gavagem)
ndo produziu diferengas estatisticamente significativas (p > 0,05) entre o grupo tratado e o
grupo controle (Figuras 20 e 21), fortalecendo a hipo6tese que o extrato se apresenta com baixa
toxicidade aguda.
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Conforme os dados obtidos em relacdo a evolucdo ponderal dos animais no ensaio de
toxicidade aguda, o EHVG induziu de forma estatisticamente significativa (*p < 0,05 e **p<
0,01 t-student) somente o peso dos ratos machos tratados com o extrato (Figura 19). Durante
0s 14 dias do experimento, evidenciou-se uma reducdo no peso dos machos do grupo teste
que se mostrou mais significativa a partir do nono dia de execucéo do ensaio; revelando que o
extrato ndo produz um efeito imediato a administracao.

A reducdo na massa corporal nos animais experimentais pode estar relacionada
diretamente a sinais de toxicidade aguda (TOFOVIC e JACKSON, 1999; RAZA et al., 2002;
TEO et al., 2002) e a uma sensibilidade diferenciada entre 0s sexos ao extrato. Porém este
fendmeno ganha uma conotacdo menor quando se considera que ndo houve alteracdes
significativas na ingesta de racdo e agua entre 0s grupos testes e controles. Sendo uma
possibilidade que esta alteracdo esteja associada a variacdo metabdlica e fisiologia destes
animais.

Para Mello (2001), além da reducdo do desenvolvimento ponderal, alteracbes no
consumo de racdo e agua, alteracdes comportamentais, apatia € ma condicdo da pelagem sdo
indicios de manifestacfes toxicas. No entanto, o que ficou evidenciado neste experimento €
que do conjunto de parametros citados, somente 0 peso dos animais machos mostrou alteracdo
significativa.

Para Gonzalez e Silva (2003), sinais de toxicidade também podem se expressar pela
alteracdo da massa relativa dos 6rgaos.

A administracdo do EHVG causou uma diminuicdo estatisticamente significativa na
massa relativa (%) dos seguintes 6rgaos: coracdo (**p< 0,01), figado (*p< 0,05) e rins (*p<
0,05) apenas em machos tratados com o extrato (Figuras 23, 25 e 26). Como observado nestes
resultados, as diferencas com significancia estatistica para o figado e os rins que sdo 6rgaos
diretamente ligados a biotransformacéo e eliminacdo de drogas, assim pode ser um indicio de
toxicidade para machos.

No presente estudo, a reducdo na massa relativa destes érgaos pode estar associada a
sinais de toxicidade aguda conforme a literatura citada (GONZALEZ e SILVA, 2003). Porém,
verifica-se que comumente ocorre aumento da massa relativa para esta evidéncia toxicologica
de acordo com Diallo et al. (2010) e Bevilacqua et al. (2011). Sendo assim, ha a possibilidade
que 0s 6rgdos nos machos teriam diminuido de tamanho acompanhando a evolucdo ponderal
também diminuida nos animais machos. Uma vez que, exames mais minuciosos

(histopatoldgicos) e bioquimicos sanguineos relacionados a estes 6rgdos ndo evidenciaram
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alteraces significativas que pudéssemos fazer uma correlacdo com essa diminuicdo da massa
relativa dos 6rgaos e suas funcdes.

A avaliagdo hematoldgica e bioquimica também fornecem importantes indicios de
manifestagdes toxicas locais e sistémicas induzidas por extrato, podendo auxiliar o
diagndstico e no progndéstico de diversas enfermidades (SWENSON, 1988; JAIN, 1993).

AlteracBes no numero de células circulantes pode indicar o comprometimento da
hemopoese devido a interferéncias na multiplicacdo, maturacdo ou diferenciacdo celular,
processos esses dependentes das células pluripotentes da medula 6ssea, do microambiente
medular e dos fatores reguladores envolvidos (PISONI et al., 2001).

Quando observamos os resultados do perfil hematolégico, de acordo com a Tabela 1,
ndo foram encontradas diferengas estatisticamente significativas entre os dois grupos em
quase todos os parametros hematol6gicos avaliados. Entretanto, houve uma diminuicao
significativa na contagem diferencial dos leucdcitos segmentados dos ratos machos
(20,17+1,51; 8,83+1,70-p=0,0005***) e fémeas (26,00+2,39; 13,17+1,25-p=0,0008***)
tratados com o extrato em relacdo ao grupo controle; enquanto que na contagem diferencial
para linfécitos houve um aumento da contagem nos animais machos (76,33+1,20;
87,83+2,09- p=0,0008***) e fémeas (70,00+2,45; 83,17+1,62-p=0,0012**).

Os leucocitos possuem importantes funcGes na resposta imune inata e adaptativa,
devido principalmente, a sua grande capacidade de adaptacdo a diferentes condicGes
metabdlicas. O sistema inato caracteriza-se por responder aos estimulos de maneira nao
especifica; é composto por neutrdfilos, eosinofilos, linfocitos, basofilos, mondcitos, células
natural Killer e outros fatores soluveis ( Dufaux ,1991).

De acordo com Dufaux (1991), os hormdnios do estresse adrenalina e cortisol estdo
envolvidos em inimeras mudangas na imunidade.

Do conjunto de dados que compdem o hemograma, somente foi observado alteracGes
nas contagens diferenciais destas duas células (neutréfilos segmentados e linfocitos), e mesmo
assim se encontram dentro dos limites de referéncia (Harkness; Wagner, 1993), ndo sendo
estas pequenas flutuacdes indicativo de importancia clinica.

Como demonstrado nos resultados obtidos para o hematécrito e hemoglobina, a
administragcdo aguda do EHVG é improvavel causar de danos diretos nas células sanguineas
da série vermelha (eritrograma), na medula Ossea ou anormalidades na absorcdo ou
incorporacdo de nutrientes necessarios para a eritropoiese, pelo menos num grau suficiente

para causar anemia.
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As andlises dos indices hematimétricos sdo importantes indicadores na determinacdo do
tipo morfolégico das anemias. No presente estudo, o indice CHCM entre 0s grupos se
mostrou sem alteracdes estatisticamente significativas. Sendo, este parametro analisado, mais
uma evidéncia de que o EHVG néo apresenta grau considerado de toxicidade aguda para
equilibrio fisiolgico do sistema hematopoiético.

Leucécitos totais e plaquetas para ambos 0s grupos sem alteracOes estatisticamente
significativas. Demonstrando a ndo interferéncia do extrato na contagem global destes
parametros hematoldgicos (sistema imunoldgico e coagulacdo sanguinea). Isto €, uma
atividade imunodepressora deste extrato é também improvavel.

Nos parametros bioquimicos avaliados no fim do ensaio toxicol6gico agudo (dose
Unica) para os dois grupos de ratos (machos e fémeas) conforme mostra a Tabela 2, a grande
maioria dos resultados obtidos demonstrou que o EHVG ndo foi capaz de promover
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos (controle e teste). No entanto, a
enzima alanina aminotransferase (ALT), apresentou-se reduzida nos animais machos
(115,7£18,9; 65,3+6,5- p=0,0440*) e fémeas (139,7+20,7; 80,3+10,2-p=0,0424*) do grupo
teste em relacdo ao grupo controle. J& para a Fosfatase alcalina (FAL), houve uma reducéo
somente nas fémeas que receberam o EHVG em relagdo ao controle (168,3+32,9; 80£10,3-
p=0,0416%*). Os resultados das Bilirrubinas mostraram que houve um aumento da Bilirrubina
total (0,6+0,04; 0,8+0,03- p=0,0061**) das fémeas que receberam o extrato em comparagédo
as fémeas do grupo controle; sendo também evidenciada alteracdo similar para a Bilirrubina
indireta (0,33£0,03; 0,55+0,04- p=0,0025**) e Glicose reduzida nos machos tratados
(161,745,0; 125,448,92- p=0,0238%*).

Os efeitos toxicos de substancias podem atingir todos os sistemas e 6rgaos, porém é o
figado que paga o maior tributo, provavelmente devido a dois fatores importantes: a) a sua
posicdo anatdmica, que o torna mais vulneravel e, b) o seu préprio determinismo funcional,
que condiciona maior concentracdo celular, ndo apenas dos compostos a serem transformados,
como também dos metabdlitos resultantes (MENDES, 1988).

De acordo com Coles (1986), as seguintes enzimas podem ser utilizadas como
indicadores de injuria hepatica: alanina-aminotransferase (ALT), aspartato-aminotransferase
(ALS), gama-glutamiltransferase (G-GT), fosfatase alcalina (FAL) e as bilirrubinas (total,
direta e indireta).

Para Moura (2000), as enzimas AST e ALT encontram-se em grande quantidade no
figado, pulmdo e musculo esquelético, sendo que por isso seu aumento sérico nao implica

obrigatoriamente em lesdo hepatica, surgindo como uma hipétese.
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As alteracOes na concentracdo das enzimas aminotransferases séricas (ALT e AST) e da
fosfatase alcalina (FAL) sdo importantes indicadores de lesbes nas células hepéticas
(MOTTA, 2003; MILINKOVIC-TUR; PERIC; STOJEVIC et al.,2005).

A presenca de elevados niveis de AST no plasma hepatico pode ser indicativa de lesdo
hepéatica grave, e ALT sérica elevada indica lesdo moderada. Quanto maior a relacéo
AST/ALT maior a gravidade da lesdo (GAYOTTO, 2005).

Conforme mostra a Tabela 2 ocorreu uma reducédo da enzima ALT em machos e fémeas
que receberam o extrato em compara¢do ao grupo que recebeu apenas o veiculo. Este achado
teria maior relevancia clinica caso a alteragdo encontrada fosse o aumento da enzima AST,
que esta mais direcionada a uma lesdo hepética grave; no entanto, este resultado ndo
descaracteriza ainda uma possivel alteracdo hepatotéxica leve do EHVG.

Para Santos et al., (2008). A fosfatase alcalina (FAL) esta presente em varios tecidos,
principalmente 0sseo, no sistema hepatobiliar e na mucosa gastrointestinal e é indicadora da
ocorréncia de colestase (fluxo biliar prejudicado), que pode levar a um incremento dos niveis
séricos em até 10 vezes. A colestase bioquimicamente consiste numa alteragdo de constituinte
do soro como hiperbilirrubinemia, bile acida e elevacdo de atividades das enzimas AST e G-
GT (HASCHEK; ROUSSEAUX, 1996).

A redugdo significativo da Fosfatase alcalina evidenciada somente nas fémeas que
receberam o EHVG pode estar relacionado provavelmente a variabilidade bioldgica destes
animais, pois, este resultado se fez presente nas fémeas em relacéo as Bilirrubinas (indireta e
total). Como o figado é um 6rgdo responsavel pela metabolizacdo de drogas, estes achados
podem também estar associados a uma possivel capacidade do EHVG produzir toxicidade
aguda.

A y-glutamiltransferase (y-GT) aparece no figado (ductos biliares e fracdo
microssomal). Emprega-se 0 doseamento desta enzima para diagnosticar comprometimento
da funcéo biliar (ALVAREZ; BERG; BIANCHI et al., 2002).

Neste estudo ndo houve diferenca estatisticamente significativa para a enzima y-GT.
Tornado este resultado um bom indicativo da néo interferéncia do EHVG na funcéo biliar.

Segundo Smink et al. (2006); Vetelainen et al. (2006), os achados alterados para as
enzimas das funcOes hepaticas(ALT, FAL e Bilirrubinas total e indireta), pode ndo haver
dano hepatobiliar com a administragdo do EHVG; devido a ndo correlagcdo com os resultados
macroscopicos e principalmente histopatoldgicos do figado; podendo ser a variabilidade
biolégica dos animais que pode estar relacionada com estas alteracdes encontradas. No
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entanto, ha a necessidade de estudos complementares para um esclarecimento destas
alteracgdes.

Para avaliar a disfuncdo renal quando associada a efeito toxico produzido por
xenobidtico faz-se necessario utilizar uma bateria de testes. Segundo Lopes, et al. (1996),
fatores renais e extra-renais podem interferir no aumento sérico da uréia.

Para Loeb (1997), a mensuracdo sérica de uréia constitui um indicador insensivel de
dano renal em roedores. E, de acordo com Loeb (1997); Lopes et al., (1996), a utilizacdo de
creatinina enddgena “clearenc test” é o mais especifico e sensivel teste para avaliar a funcéo
renal, pois, ao contrario da uréia, seu nivel ndo é afetado pela dieta, idade e sexo.

Para Davis e Berndt (1994) a elevacdo das concentracdes de creatinina e uréia no
sangue podem ser usadas como indice de decréscimo da filtracdo glomerular. Isto €, estar
relacionado a alteracdes nas funcbes renais. No presente trabalho os resultados da uréia e
creatinina (Tabela 2) dos grupos tratado e controle ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas, evidenciando-se desta maneira que o EHVG provavelmente
ndo cause danos ao sistema renal. Desta forma nédo interferindo no processo de filtracdo e
eliminagdo dos rins. Conclui-se assim, que ndo houve evidéncia de nefrotoxicidade do EHVG,
pois, o equilibrio hidro-eletrolitico (como a excrecdo de compostos nitrogenados) nao foi
alterado.

O acido urico, segundo Gonzales e Silva (2003), pode ter seus valores aumentados em
decorréncia de neoplasias de células sanguineas, doencas hepaticas, insuficiéncia renal,
endocrinopatias, ingestdo de substancias toxicas ou drogas, e em falhas genéticas das enzimas
necessarias para o metabolismo do éacido urico.

No presente estudo ndo houve alteracdes estatisticamente significativas entre os valores
do &cido Urico entre o grupo tratado com o EHVG e o grupo controle. Desta forma, o EHVG
ndo induziu alteracGes de toxicidade aguda em relacdo as patologias que apresentam o perfil
do &cido urico elevado.

A enzima Amilase participa da digestdo de carboidratos de alto peso molecular ainda na
saliva e posteriormente no estdbmago. Encontra-se em maior parte no pancreas, entretanto, a
Amilase sérica é originada em grande parte do figado. Sua reducdo pode significar tanto
insuficiéncia pancreatica, como ocorre na pancreatite crénica e/ou em tumores pancreaticos,
quanto dano hepatico (MILLER, 1992; KANECO, 1996).

A administragdo aguda do EHVG demonstrou ndo induzir alteragbes na funcdo da
amilase. Pois, ndo ocorreram diferencas estatisticamente significativas entre os animais

tratados com o extrato e 0s que receberam somente o veiculo. Desta maneira, ndo evidenciou-
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se alteracdes sugestivas de disfuncdo pancreatica exocrina ou enddcrina ap0s a exposicao
aguda.

Para Gonzales e Silva (2003), em relacdo as proteinas totais sua diminuicdo estar
diretamente ligadas a casos de: sindrome nefrética, hiperidratacdo, queimaduras severas,
desnutri¢do, insuficiéncia renal, distdrbios na sintese de proteinas e na sindrome da ma
absorcéo.

Neste experimento, em relacdo as proteinas totais, ndo foram evidenciadas diferencas
estatisticamente significativas entre os animais do grupo tratado com o EHVG e o grupo
controle (veiculo). Reforcando a hipOtese da ndo interferéncia do EHVG nas funcbes
bioquimicas diretamente ligados as variagdes das proteinas totais.

A ndo alteracdo com significancia estatistica na dosagem do colesterol e triglicerideos
entre 0s grupos (controle e teste) demonstra que ndo ha interferéncia do EHVG sobre o
metabolismo dos lipidios.

Para os niveis séricos da glicose foi evidenciada uma reducdo significativa somente nos
machos tratados (161,7+5,0; 125,4+8,92- p=0,0238*) em comparagdo ao grupo controle.
Como também ocorreu redugdo na variacdo ponderal, reducdo na massa relativa do figado
nestes animais, provavelmente este achado possa estar correlacionado com o metabolismo dos
animais que receberam o extrato.

A principal finalidade da analise histopatologica € avaliar a integridade tecidual dos
Orgaos extipados. Dentre o0s principais parametros investigados estdo lesdes celulares
reversiveis (degeneracOes) e irreversiveis (necrose e apoptose), infiltracdo de leucocitos,
congestéo, extravasamento de sangue e fibrose.

Quanto a avaliacdo histopatoldgica, nos tecidos cardiacos e pulmonares analisados do
grupo tratado com o EHVG na dose de 2000 mg/kg em dose Unica (gavagem), observa-se que
de acordo com as Figuras 25 e 26, que 0s mesmos Se apresentaram com as caracteristicas
morfo-arquiteturais ou citolgicas sem alteragcdes. Demonstrando assim, a ndo interferéncia da
administracdo aguda do EHVG nas caracteristicas dos tecidos em estudo.

Em relacdo a avaliacdo histolégica do tecido renal (Figura 27) foi observado que o
mesmo apresentou caracteristicas morfo-arquiteturais tipicas. No entanto, os animais tratados
com o EHVG machos-1 e 5 e outro animal fémea-2; apresentaram um tipo de degeneracéo
hialina, que podera ser resultante de uma provavel glomerulonefrite. O animal-5 macho
também apresentou areas focais de aumento do espacgo da capsula de Bowman.

Estes resultados histoldgicos relacionados aos rins perdem significado clinico quando se

faz uma correlacdo destes com dosagens bioquimicas que estdo diretamente ligadas a funcao
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renal (uréia e creatinina), que nao foram alteradas com a administracdo aguda do EHVG.
Levando-se a concluir, que as alteragdes morfol6gicas encontradas no tecido renal destes
animais se caracterizam apenas com um artefato e ndo um sinal de toxicidade.

Na avaliacdo microscépica do tecido hepéatico (Figura 28) foi obtido um resultado
comum em todos 0s animais: corpos apoptoticos e binucleacdo. De acordo com Parolini e
Reason (2001), a apoptose pode estar envolvida na patogénese de diversas doencas
hepatobiliares, enquanto que binucleacdo pode ser um indicador de crescimento hepatico ou
aumento na atividade metabdlica hepatica. Como estes achados no tecido hepatico foram
comuns a todos os animais e 0s resultados obtidos das enzimas que avaliam o0s danos
hepatobiliares nos dois grupos caracterizaram possivelmente uma variabilidade fisiologica dos
animais; acredita-se que todas estas evidéncias colaboram para que estas analises
histopatoldgicas possam representar muito mais o balango entre perda e regeneracdo celular
hepatica do que uma expressao morfolégica de dano citoldgico ou tissular da administracéo
do EHVG.
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7 CONCLUSAO

e A concentracdo letal média (CLsp = 2692,39 pg/mL) no bioensaio frente a Artemia
salina;

e N&o ocorréncia de mortes e modificagdes comportamentais, bem como auséncia de
alteracfes no consumo de ragdo e agua;

e A falta de alteracBes com significancia estatisticas para a maioria dos parametros
bioquimicos e hematoldgicos avaliados;

e Aspectos macroscopicos dentro da normalidade, alteracBes significativas na massa
relativa dos Orgdos das fémeas tratadas e as andlises histopatolégicas com

caracteristicas morfo-arquiteturiais sem alteracGes significativas;

O conjunto de dados obtidos sugere que o EHVG apresenta baixa toxicidade aguda.

Por se trata de um estudo inicial, sdo necessarios, estudos mais avangados, com
periodos mais prolongados (toxicidade subcrénica e cronica), para um delineamento mais

completo do perfil de toxicidade da espécie Vatairea guianensis (AUBLET).
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ANEXOS

TOXICIDADE AGUDA/TABULACAO DOS DADOS

Teste Hipocratico: Toxicidade de drogas por Analise Comportamental

DIOQa. ..ot Via de administragao...........ccoevverenerirernnnnns

DOSE ... mg/kg; Volume da injeg&o;.................. mL;
Concentragao da droga..........ccoeeevreevrreenienenns
Hora da injecdo......... he........ min.; Data........ [ [

112

DOSE: Tempo (min.): Tempo (min.):

15( ) 30( ) 60( ) 120( ) 240( ) 15( ) 30( ) 60( ) 120( ) 240( )

CAIXA Machos Fémeas Machos Fémeas

N°de animais 112]3|4|5|6|1]2|3[4|5]|6|1]2|3]4|5]|6]1]2]3

4

Peso

SINTOMAS NORMAL

Atividade geral

Frémito vocal

Irritabilidade

Resposta ao toque

Aperto de cauda

Contorcéo

Trem posterior

Endireitamento

Tonus muscular

Forca de agarrar

Ataxia

Reflexo auricular

Reflexo corneal

Tremores

Convulsfes

Estimulacbes

Straub

Hipnose

Anestesia

Lacrimacéo

Proses

Miccdo

Defecagdo

Piloerecdo

Hipotermia

Respiracéo

OO |O|0|0O|0O|O|0O|O|O|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o

Cianose

N° de mortos

Codigos: Testes com anotacédo normal .0., a intensidade do efeito varia na escalade 1 a 4

Teste com anotacdo normal .4., a intensidade do efeito podera variar de 0 a 3 quando ocorrer

diminuicdo, 4 quando igual ao controle e de 5 a 8 quando ocorrer aumento.

Observacdes gerais/comentarios:
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Tabela para reqgistrar o ensaio

Substancia ou extrato:

Responséavel: Data:

Vivo | Morto Vivo | Morto Vivo | Morto

Conc. (ug/mL) Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3

Controle

1000

750

500

250

100

50

25

10

5

2,5
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