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RESUMO

Chrysobalanus icaco L., Chrysobalanaceae, é popularmente utilizada no
tratamento de varias doencas devido as propriedades farmacoldgicas dos seus
compostos bioativos. Apesar de sua ampla utilizagdo na medicina popular,
existe uma caréncia de estudos na literatura sobre a toxicidade dessa espécie.
Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar os possiveis efeitos
toxicoloégicos agudo, subagudo e reprodutivo do extrato aquoso das folhas de
C. icaco (EAFCIi). Inicialmente foi analisado o perfil fitoquimico por
cromatografia em camada delgada (CCD) e posteriormente os teste de
toxicidade aguda em camundongos Swiss fémeas (dose de 2.000 mg/kg por
via oral), toxicidade subaguda (doses de 100, 200 e 400 mg/kg, via oral, por 28
dias consecutivos) em camundongos Swiss machos e fémeas, de acordo com
protocolos estabelecidos pela OECD.Nos testes de toxicidade reprodutiva,
ratas Wistar foram tratadas com EAFCi nas doses de 100, 200 e 400 mg/kg,
durante o periodo de pré-implantacdo e periodo de organogénese. Os dados
foram analizados por ANOVA seguida do teste de Tukey (p < 0,05) e Kruskall-
Wallis. A analise fitoquimica do EAFCi revelou a presenca de taninos e
flavanoides. A administracdo, em dose Unica e por via oral, do EAFCi (2.000
mg/kg), ndo causou sinais de toxicidade ou morte. O tratamento por 28 dias
consecutivos com o EACi ndo alterou o consumo de agua nem o perfil
hematologico em ambos os sexos. Todavia, foi detectada uma diminuicdo na
massa corpérea e no consumo de racdo dos animais a partir da segunda
semana de tratamento. Os niveis de AST e ALT apresentaram-se elevados em
ambos os sexos nas diferentes doses de tratamento. Nao foram observadas
alteracdes nos pesosabsolutos e relativos do figado, rim e bago, bem como na
morfologia macroscopica externa dos mesmos. A analise microscopica dos rins
revelou reducéo do espaco subcapsular dos glomérulos renais e congestao dos
vasos na cortical nos machos e fémeas tratados. No figado, observou-se
congestdo das veias centro lobulares e hepatécitos com citoplasma
vacuoladonos animais de ambos 0s sexos que receberam o ECFAI.
Adicionalmente, foi observado uma reducdo do parénquima lobular e aumento
do néo lobular do figadoe aumento no diametro e volume dos glomérulos nos
rins dos animais (machos e fémeas) dos grupos tratados em relagdo ao grupo
controle. As ratas prenhes tratadas durante o periodo de pré-implantacdo nédo
apresentaram sinais de toxicidade reprodutiva. A ratas que receberam o EAFCi
nas doses de 100, 200 e 400 mg/kg, entre o 6° e 15° dia de gestacdo, nao
manifestaram sinais de toxicidade sistémica materna e nem apresentaram
diferenca significativa nos parametros gestacionais e embriotoxicos, foram
observadas algumas alteracdes esqueléticas nos grupos grupos tratados com
EAFCi como: agenesia de falanges proximais posteriores, agenesia de
vertebras caudais e esternébrio em borboleta, porém essas alteracdes nao sao
estatisticamente diferente dos animais controle. Portanto, pode-se sugerir que
as doses 100, 200 e 400 mg/kg de EAFCi ndo induz toxicidade reprodutiva nas
condi¢cOes experimentais utilizadas e se revelaram seguras. Todavia as doses
testadas promoveram uma baixa toxicidade sistémica, sendo necessarios
estudos adicionais relacionados a segurancga do extrato.

Palavras chaves: Toxicidade. Chrysobalanus icaco. Embriogénese.

Organogénese.



ABSTRACT

Chrysobalanus icaco L., Chrysobalanaceae, is popularly used in the treatment
of various diseases due to the pharmacological properties of its bioactive
compounds. Despite its widespread use in folk medicine, there is a lack of
literature studies on the toxicity of this species. Thus, the objective of the
present study was to evaluate the possible acute, subacute and reproductive
toxicological effects of the aqueous extract of the leaves of C. icaco (EAFCI).
The phytochemical profile was analyzed by thin layer chromatography (CCD)
and then the acute toxicity test in female Swiss mice (dose of 2,000 mg / kg
orally), subacute toxicity (doses of 100, 200 and 400 mg / kg , orally, for 28
consecutive days) in male and female Swiss mice according to protocols
established by the OECD. In the reproductive toxicity tests, Wistar rats were
treated with EAFCi at doses of 100, 200 and 400 mg / kg during the period of
pre-implantation and period of organogenesis. Data were analyzed by ANOVA
followed by Tukey test (p <0.05) and Kruskall-Wallis test. Phytochemical
analysis of EAFCi revealed the presence of tannins and flavanoids. Oral and
single dose administration of EAFCi (2000 mg / kg) did not cause signs of
toxicity or death. The treatment for 28 consecutive days with the EACi did not
alter the water consumption nor the hematological profile in both sexes.
However, a decrease in body mass and feed intake was detected from the
second week of treatment. AST and ALT levels were elevated in both sexes at
different treatment doses. No changes were observed in the absolute and
relative weights of the liver, kidney and spleen, as well as the gross
macroscopic morphology of the same. Microscopic analysis of the rinses
revealed a reduction in the subcapsular space of the renal glomeruli and
congestion of the vessels in the cortex in treated males and females. In the
liver, we observed congestion of the lobular center veins and hepatocytes with
vacuoladonos cytoplasm animals of both sexes that received ECFAI.
Additionally, a decrease in the lobular parenchyma and increase of the non-
lobular of the fig and an increase in the diameter and volume of the glomeruli in
the kidneys of the animals (males and females) of the treated groups relative to
the control group were observed. Pregnant rats treated during the pre-
implantation period showed no signs of reproductive toxicity. The rats that
received EAFCi at doses of 100, 200 and 400 mg / kg between the 6th and 15th
day of gestation showed no signs of maternal systemic toxicity and did not
present significant differences in the gestational and embryotoxic parameters,
some skeletal changes in the groups groups treated with EAFCi as: posterior
proximate phalangeal agenesis, caudal vertebral agenesis and sternum in
butterfly, but these alterations are not statistically different from control animals.
Therefore, it can be suggested that the doses 100, 200 and 400 mg / kg EAFCi
do not induce reproductive toxicity under the experimental conditions used and
have proved to be safe. However, the doses tested promoted a low systemic
toxicity, requiring additional studies related to the safety of the extract.

Key words: Toxicity. Chrysobalanus icaco. Embryogenesis. Organogenesis.
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1 INTRODUCAO

Em todo mundo, as plantas medicinais vem sendo utilizadas empiricamente
pela populacdo. No Brasil, este consumo € ainda mais evidente devido a
grande biodiversidade do pais. Atualmente o uso de plantas medicinais ndo se
restringe apenas as zonas rurais ou a regides onde a assisténcia médica e
farmacéutica é precaria, essa pratica € também adotada no ambiente urbano,
como uma forma complementar aos medicamentos alopéticos (CAMPOS et al.,
2016).

Inimeros estudos vém demonstrando a potencialidade e a eficacia das
plantas medicinais no combate a diversas doencas, entretanto existem sérios
problemas em relacdo ao uso indiscriminado de produtos de origem vegetal. O
principal deles € o fato da populacdo subestimar a toxicidade de plantas
medicinais acreditando que ndo apresentam efeitos téxicos ao organismo
(FERREIRA-MACHADO et al., 2004; RODRIGUES, ALMEIDA, PIRES, 2010).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) € o 6rgéo
governamental responsavel pela padronizacdo da fabricacdo de fitoterapicos
em escala industrial, garantindo a seguranca e eficacia desses produtos
(BRASIL, 2011). Apesar do controle rigoroso na qualidade desses
medicamentos naturais, € possivel encontrar na literatura alguns exemplos de
fitoterapicos com acao téxica, como por exemplo Symphytum officinale
(confrei), responsavel por causar hepatite, elevacdo de enzimas hepaticas
como o aspartato aminotransferase(AST) e alanina aminotransferase (ALT),
além de afetar os niveis de bilirrubina, quando administrado oralmente, a Kava-
Kava (Piper methysticum), quando utilizada por um periodo maior que 60 dias,
capaz de provocar alteracbes gastrointestinais, faléncia renal e lesdes
hepaticas grave, e o0 algodoeiro (Gossypium herbaceum), causa toxicidade
sistémica quando utilizados em doses altas entre outros. (CORDEIRO et al.,
2005, SILVEIRA et al, 2008; SANDINI, et al. 2013).

Mesmo com amplo uso popular, muitas espécies vegetais ndo possuem
validacdo cientifica quanto as suas propriedades toxicoldgicas e
farmacologicas, sendo necessario estudos nédo clinicos e clinicos que atestem

a seguranca de uso destas plantas. Neste contexto, inclui-se Chrysobalanus.
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icaco Linnaeus, uma espécie pertencente a familia Chrysobalanaceae que se
distribui nas regibes tropicais e subtropicais, e compreende cerca de 17
géneros e 450 espécies de habitos arboéreo e arbustivo, sendo caracterizada
pela presenca de flavonoides, triterpenos, diterpenos, esteroides e taninos
(CHAUDHURI, 2002; BRACA 2002; CASTILHO, 2005; TUROLLA,
NASCIMENTO, 2006).

Essa familia é bastante representativa no Brasil pelo fato de suas espécies
apresentarem diversas atividades biologicas. Dentre as espécies mais
estudadas destaca-se a C. icaco, popularmente conhecida por guajeru,
guajuru, abajeru, bajuru, bajira, ajuru. Esta espécie encontra-se distribuida nos
estados do Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Minas Gerais, Espirito Santo, Rio
Grande do Norte, Paraiba, Para, Ceara, Pernambuco, Maranhdo, Bahia,
Sergipe, Piaui e Amazonas (LORENZI, MATOS, 2002; SILVA, PEIXOTO,
20009).

Na literatura € possivel encontrar utilidades relevantes da espécie C.
icaco. Na América e na Africa as cascas sdo usadas para tingir e endurecer
redes de pesca (FONSECA-KRUEL et al., 2006). Seus frutos sdo consumidos
in natura no Brasil e no México eles utilizados na fabricacdo de doces em calda
(UGENT; OCHOA, 2006). Suas propriedades biol6gicas também tém sido
relatadas, devido sua acdo adstringente, as folhas, cascas e raizes sao
utilizadas contra diarreias e leucorreias (AGRA et al., 2008). O extrato aquoso
da entrecasca possui acdo anti-inflamatdria e antinociceptiva (ARAUJO-FILHO,
2016; OLIVEIRA et al., 2014). Ferreira-Machado et al. (2004) demonstraram
gue o extrato aquoso das folhas de C. icaco apresenta um potencial genotoxico
pela inducdo de alteracdo da topologia plasmodial. Além disso, o potencial
antitumoral e antidiabético desta espécie ja sdo amplamente descritos
(BARBOSA et al., 2013; FERNANDES et al., 2003; FERREIRA-MACHADO et
al., 2014; LORENZI; MATOS, 2002; WHITE et al., 2015).

Apesar da grande representatividade da C. icaco, existe umaescassez de
informagBes na literatura acerca de seus efeitos toxicologicos, nesse contexto,
o0 presente trabalho busca esclarecer esses possiveis efeitos toxicoldgicos

agudo, subagudo ereprodutivo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 USOS DE PLANTAS MEDICINAIS

A utlizacdo de plantas para fins terapéuticos € uma das mais antigas
praticas da civilizacdo. Esta utilizacdo ndo se restringe apenas as zonas rurais
ou a regides onde a assisténcia médica e farmacéutica € precaria; € também
adotada no ambiente urbano, como uma forma complementar aos
medicamentos alopaticos (VEIGA-JUNIOR, 2005).

Inimeros estudos tém demostrado a potencialidade e a eficacia das
plantas medicinais no combate a diversas doencas. Estima-se que 75% das
substancias quimicas extraidas de vegetais e indicadas para fins terapéuticos
derivam de espécies de plantas utilizadas na medicina tradicional. Este
conhecimento atrelado a modernos equipamentos tem acelerado o processo de
desenvolvimento de novos farmacos derivados de plantas (RANGEL;
BRAGANCA, 2009; SAKLANI ; KUTTY, 2008).

O Brasil detém um terco da flora mundial e a maior reserva do planeta de
produtos naturais com acdo fitoterdpica, e com isso a oportunidade de
estabelecer um modelo de desenvolvimento préprio na area da salde e uso de
plantas medicinais e fitoterdpicas.Contudo das 60.000 espécies vegetais
superiores catalogadas no pais, apenas 8% foram estudadaspara pesquisas de
compostos bioativos e 1.100 espécies foram avaliadas em suas propriedades
medicinais (SANTOS et al., 2011)

No ano de 1978, a Organizacdo Mundial da saude (OMS) passou a
reconhecer o uso de fitoterapicos para profilaxia e tratamento de doencas,
gracas a aceitacdo da fitoterapia pelos profissionais de salde que atuam na
atencao basica a salde e ao aumento do uso pela populacdo, onde cerca de
80% da populagdo mundial, principalmente dos paises em desenvolvimento,
utilizam produtos a base de planta para o tratamento de diversas doencgas. O
principal problema da fitoterapia € a escassa documentacdo cientifica e
comprovacao dos resultados mediante protocolos de estudos padronizados e

reconhecidos. Diante dessa perspectiva, a OMS elaborou uma serie de guias e
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protocolos com o objetivo de definir asmetodologias e avaliacdo da medicina
tradicional (SANTOS, et al., 2009; SANTOS et al., 2011).

7

Um grave problema inerente aos medicamentos naturais é o fato da
populagdo subestimar sua toxicidade, pois acreditam que estes sao “indcuos”
ao organismo. Entretanto, mesmo aqueles que possuem baixa toxicidade
podem causar sérios danos a saude, quando administrados em paralelo com
outros medicamentos (sintéticos ou naturais) ou até mesmo pelo seu uso
prolongado (BALBIN; DIAS, 2010; DOS REIS; DE SOUZA, 2006; MACENA,
2012).

Diante dessa problematica, varios paises tém preconizado, por meio das
agéncias regulamentadoras, a realizacdo de estudos que comprovem e
garantam a seguranca e efichcia das plantas medicinais candidata a
fitoterapicos (SAHOO et al., 2010). A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) é o 6rgdo governamental brasileiro responséavel pela padronizacdo
da fabricacao de fitoterapicos em escala industrial. No intuito de padronizar a
fabricacdo de medicamentos fitoterdpicos nas industrias, a ANVISA publicou
um formulério nacional de fitoterapicos em 2011. Nesse formulario estdo as
instrucBes sobre a forma correta de preparo, as indicacdes e restricées de cada
espécie, além dos requisitos de qualidade que estdo definidos em forma

especifica para a farméacia de manipulacdo e a farméacia viva (BRASIL, 2011).

As mudancas de pensamento social e ecolégico sdo a constatacao da
potencialidade do uso das plantas medicinais. Com o0 pensamento sobre o
desenvolvimento social e econdmico baseado nos recursos renovaveis, novo
conhecimentos e novas necessidades buscaram no reino vegetal solucdes
para a descoberta de novas moléculas com atividade terapéutica para
aplicacdo tanto na induastria farmacéutica quanto no desenvolvimento de
fitoterdpicos (SCHENKEL et al.,2003).

2.2 ESTUDOS TOXICOLOGICOS

A Toxicologia € uma ciéncia que tem como objetivo estudar os
efeitosnocivos provocados por um agente toéxico aos sistemas biolégicos. Por

meio de ensaios toxicologicos, ela avalia as modificagbes que ocorre no
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organismo vivo gquando expostos, em condi¢cdes propicias, a uma dada
substancia. Essas alteracdes podem ser reversiveis ou nao, com efeito
molecular, celular ou tecidual e até levar amorte do individuo (TAHRAOUI,
2010; VALADARES, 2006).

As plantas medicinais parecem ndo ser 100% seguras como parece,
existem varias substancias oriundas do reino vegetal que apresentam elevada
toxicidade, por exemplo, os alcaloides pirrolizidinicosencontrado no Confrei
(SANDINI, et al.,, 2013). Vale salientar que o potencial toxico de uma
substancia quimica depende da dose, da via de administragdo e do tempo de
exposicdo. Sua toxicidade pode ser avaliada pelo consumo alimentar,
mudancas no comportamento, peso ponderal, andlise macroscopica dos
orgdos e histologia dos tecidos. As analises hematologicas e bioquimicas
também s&o de extrema importancia, pois fornecem informacdes relevantes de
como a substancia teste influencia na homeostase e nos parametros hepaticos
e renais. Para serem consideradas seguras, as condi¢cdes de exposicao devem
estar abaixo dos niveis de tolerancia (OECD, 2001).

A execucdo dos testes toxicoloégicos deve ser feita segundo os
protocolos aceitos pela comunidade cientifica. Mundialmente sdo aceitos o da
Organisation for Economic Cooperation and Development (OECD), da Food
and Drug Administration (FDA) e do ministério da Saude do Japao. No Brasil, a
regulamentacdo desses testes € feita pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) (BRASIL, 2013; TUROLLA; NASCIMENTO, 2006). Esses
testes sdo necessarios para assegurar a eficacia das plantas medicinais
(FERNANDES, 2016)

A toxicidade sistémica é divida em dois parametros, os ensaios de dose
Unica e os de exposicao repetida que sao realizados animais de laboratorio sob
condicGes adequadas, onde a escolha da espécie, via de administracao e dose
sdo fundamentais para o sucesso do teste além de ter aplicabilidade para
espécie humana, uma vez que a obtencdo de dados toxicolégicos em seres
humanos é bastante limitada, pois esbarram nos principios legais, morais e
éticos (VALADARES, 2006).
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2.2.1 Toxicidade Aguda

O ensaio de toxicidade aguda é a etapa inicial para investigar o potencial
toxico sistémico de uma substancia administrada em Unica dose. Este teste
pode sugerir a escolha da dose para os testes de toxicidades adicionaise
fornecer informacdes relevantes sobre os riscos que essa substancia pode
causar a saude animal e humana (BRIGHETTI, 2004). O principal objetivo do
teste ndo é calcular a dose letal mediana (DLsg), que representa a dose capaz
de matar metade dos animais em estudo, e sim obter informacdes suficientes
para permitir a classificagcdo de acordo com o grau de toxicidade ou letalidade
da substancia. Para realizacdo do teste, a Organizacdo para Cooperacao
Econbmica e Desenvolvimento (Organization for Economic Cooperation and
Development; OECD) recomenda que sejam utilizados camundongos ou ratos
fémeas e um numero de trés animais em cada etapa do experimento, onde a
auséncia ou presenca de morte dos animais tratados determinara a
necessidade de etapas seguintes (Figura 1). Além disso, a administracéo oral €
a mais aconselhada, e a dose limite de 2000 mg/Kg é suficiente para estimar
aDLso (OECD, 2001).

Figura 1: Orientacéo para testes de produtos quimicos- Toxicidade oral aguda
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Véarias informacdes podem ser obtidas a partir da avaliacdo da
toxicidade sistémica aguda, como o potencial toxico em um érgéo especifico, a
relacdo dose resposta e indicativos sobre o mecanismo de acado toxica. Por
isso, 0 estudo da toxicidade aguda oral é fundamental para avaliar a seguranca
de drogas vegetais e fitoterapicas (CUNHA et al, 2009; VALADARES, 2006).

2.2.2 Toxicidade subaguda

O estudo toxicolégico de doses repetidas fornece informacdes sobre a
toxicidade de um produto quando administrado diariamente durante 28 dias.
Seu principal objetivo é estabelecer em quais niveis de doses a droga nao
causa toxicidade, além de identificar os oOrgaos afetados e o grau de
comprometimento do mesmo (TAHRAOQUI et al., 2010).

De acordo com as orientacbes da OECD, para realizacdo do teste, €
aconselhavel a utilizacdo de ratos, entretanto, outras espécies de roedores
podem ser usadas. Na tentativa de mostrar diferencas na gradacéo dos efeitos
toxicos, devem ser empregadas trés doses suficientemente espacadas com a
dose limite de 1000 mg/kg/dia e cada grupo tera que ser composto por um
namero de dez animais (5 machos e 5 fémeas). As substancias em estudo
devem ser administradas via oral, que pode ser por gavagem, na dieta ou na
agua de beber, onde o método de administracdo vai depender das
caracteristicas quimicas e fisicas do produto teste (OECD, 2008).

Os animais sdo observados todos os dias quanto a alteragdes no
consumo de &gua e ragdo, massa corporea, parametros respiratorios e
cardiovasculares, mudancas comportamentais e anormalidades motoras. Ao
final do experimento, os animais sdo anestesiados e amostras sanguineas séo
coletadas para realizagdo de exames hematolégicos e bioquimicos.
Adicionalmente, o0s principais 0rgdos sdo retirados para avaliacdo

macroscopica e histopatolégica (OECD, 2008).

2.2.3 Toxicidade aguda e subaguda de plantas medicinais

A crenga de que produtos naturais ndo fazem mal a saude faz com que

a toxicidade deles seja por muitas vezes subestimadas. Experimentos clinicos
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e nao clinicos tem demonstrado que a utilizacdo de algumas espécies de

plantas causa iniameros efeitos adversos ao organismo (FERNANDES, 2016).

Um estudo realizado em ratos Rattus norvegicus (machos e fémeas),
mostrou que a administracdo de 10 mg/Kg do extrato aquoso de Allium sativum
(alho) durante 30 dias, aumenta o peso do coracdo, figado e rins e a
concentragdo sérica do AST dos animais tratados em relacdo ao grupo controle
(SULAIMAN, 2014).

CUNHA et al. (2009) observaram que olatex de Synadenium umbellatu,
uma planta usadatradicionalmente pela populagdo como antitumoral e anti-
inflamatéria,pode ocasionar congestao e infiltrado leucocitario nos rins, figado e

pulmdes quando administrado em doses repetidas.

A administragdo Unica via intraperitoneal, do extrato etandlico de
Trifolium pratense (trevo vermelho) altera a respiragdo, ocasiona falta de
coordenacdo motora e levaa 0Obito os animais tratados com dose acima de
4500 mg/kg (BARIKEL et al., 2002).

O tratamento agudo com o 6leo de Ocimum gratissimum (manjericao),
por via oral, em doses superiores a 0,27g/Kg, manifesta sinais de toxicidade e
Obitos em camundongos tratados. O mesmo estudo mostrou que 0s ratos
tratados por 30 dias (via intraperitonial) com o mesmo 6leo apresentam sinais
de toxicidade, Obito e alteragBes de 6rgao vitais na utilizacdo de doses acima
de 80 mg/Kg.

Também é possivel encontrar na literatura relatos de medicamentos
obtidos de plantas com efeito tdxico, como a Kava-Kava (Piper methysticum),
uma planta utilizada na fabricacdo um fitoterapico indicado para o tratamento
de angustia, insdnia e ansiedade. E considerado um ansiolitico natural e suas
propriedades também servem como relaxante muscular, em casos de tenséo.
Entretanto, se usada de forma prolongada e em excesso, pode provocar casos
de insuficiéncia hepética grave (CORDEIRO et al., 2005).

Symphytum officinale (confrei) €& outro exemplo de medicamento
fitoterapico com acao toxica, essa planta é usada desde a antiguidade para o

tratamento da consolidacdo de fraturas. Recentemente foram relatados casos
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de intoxicacdo em humanos e animais que consumiram a planta e
desenvolveram lesdes hepaticas graves que foram associadas a presenca de
alcaloides pirrolizidinicos encontrados em folhas frescas, raizes e preparacdes
comerciais na forma de capsulas e pilulas. Tais fatos levaram a proibicdo do
uso interno do confrei nos Estados Unidos e no Canada. No Brasil, a partir do
ano de 1992 apenas produtos para aplicacdo tdpica continuam liberados
(BRASIL, 1992; SANDINI, 2013).

Ao avaliarem a seguranca da “Tintura de Algodoeiro®”, um fitoterapico
constituido de extrato fluido de Gossypium herbaceum (algodoeiro) e indicado
contra inflamagbes, hemorragias menstruais, amenorreia, disminorréia,
impoténcia sexual e frigidez, Mello, et al. (2008) mostrou que os efeitos
adversos ligados a toxicidade sistémica (reducdo de massa corporal,
ocorréncia de oObitos e lesGes histoldgicas) s6 ocorre em doses superiores a 5x
a dose terapéutica (MELLO, et. al., 2008)

2.2.4 Toxicologia do desenvolvimento

A toxicologia do desenvolvimento engloba a teratologia e a toxicologia
da reproducdo. A teratologia se encarrega de estudar as alteracdes que foram
induzidas entre a concepgdo e 0 hascimento, enquanto a toxicologia
reprodutiva investiga os efeitos adversos causados no sistema reprodutor
masculino e feminino apds exposicdo a um agente quimico (MOORE;
PERSAUD, 2008).

v' Teratologia

Teratologia é a ciéncia que estuda os defeitos ligados a uma
perturbacdo do desenvolvimento embrionério ou fetal, que podem ser iniciados
em qualquer periodo entre a fertilizacdo e desenvolvimento pods-natal. Alguns
estagios de desenvolvimento embrionario sdo mais criticos e vulneraveis a
essas perturbacdes (MOORE; PERSAUD, 2008). Esses defeitos podem ser
rupturas, deformidades, malformacdes ou displasias (HANSEN; YANKOWITZ,
2002). A acdo de um agente teratogénico sobre o organismo materno,
embrionario e fetal, pode levar a perda da gestacdo, malformacdes fisicas,
funcionais e comportamentais (BERNARDI, 1999; KALTER, 2003).
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Teratdgeno € qualquer substancia, organismo, agente fisico, quimico,
ambiental, ou estado de deficiéncia, presente durante a vida embrionaria ou
fetal, capaz de produzir alteragdes estruturais ou funcionais na descendéncia.
Entre os fatores ambientais estdo os agentes infecciosos, como o0 virus da
rubéola, citomegalovirus e o parasita Toxoplasma gondii; os agentes fisicos,
como radiacdo; os agentes quimicos, como mercurio, chumbo e farmacos,
como atalidomida, acido retindico, acido valpréico e o misoprostol (FAVERO,
2006).

Até o ano de 1940, acreditava-se que os embrides dos humanos
estavam protegidos pelas membranas extraembrionarias/fetais (d&minio e corio)
e pela parede do utero materno de quaisquer agentes ambientais como 0s
virus e drogas. Entretanto em 1941, foram documentados os primeiros relatos
gue o embrido podia ser afetado por fatores ambientais. Foi observado um
grande numero de casos de catarata e outras anomalias em recém-nascidos
cujas maes haviam contraido rubéola no inicio da gestacdo. Duas décadas
depois, comecou a epidemia da talidomida, um sedativo popular prescrito para
mulheres gravidas para o alivio de enjoos matinais. Milhares de criancas
malformadas nasceram de mulheres que ingeriram esse medicamento durante
a gestacdo. Os fetos expostos a talidomida apresentaram intestinos
malformados, defeitos na audicdo, auséncia de orelhas, anomalias renais e
oculares. Porém, o fendtipo que mais chamou a atencdo foi ameromelia-
focomelia, uma sindrome caracterizada pela aproximagdo ou encurtamentos
dos membros ao tronco do feto. Atualmente a talidomida € totalmente contra
indicada para mulheres em idade fértil, pois se for usada entre 0 24° e 36° dia
apos a fertilizacdo causa anomalias congénitas fetais (MOORE; PERSAUD,
2008; SMITHELLS; NEWMAN, 1992).

As causas de defeito no nascimento ou anomalias congénitas podem ser
divididas nos seguintes tipos: decorrentes de fatores genéticos, como
anormalidades cromossémicas; e fatores ambientais, como virus e drogas. No
entanto, existem algumas anomalias congénitas que sao causadas por fatores
genéticos e ambientais (heranca multifatorial). As causas mais comuns de

fatores genéticos sdo as anomalias congénitas, acredita-se que um terco de
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todos os defeitos ao nascimento sao causados por ela (MOORE; PERSAUD,
2008).

Desde a década de 1930, o rato tem sido utilizado experimentalmente
em estudos de fisiologia reprodutiva e endocrinologia, devido as similaridades
encontradas entre as gestacfes de ratos e de seres humanos e estas, ndo sédo
compartilhadas por todas as espécies de mamiferos, o que favorece o uso do
mesmo como modelo animal, tanto para estudos sobre controle enddcrino da
funcao reprodutiva e do desenvolvimento, como também avaliacdo dos efeitos
toxicos de substancias (GRAY et al., 2004).

No periodo gestacional ocorrem varias mudancas no sistema
neuroendécrino com o objetivo de manter a salde materna e oferecer
condicOes ideais para o desenvolvimento do feto. Iniameros processos
adaptativos e modificagdes hormonais acontecem, o que garante o sucesso da
gestacdo (MOORE; PERSAUD, 2008; NOGUEIRA e LIBERMAN, 2002). Esse
periodo pode ser divido em trés fases: pré-implantagdo, organogénese e fetal
(FRITZ; GIESE, 1990).

A primeira fase corresponde ao periodo de pré-implantacdo que vai
desde a fecundacao até a implantacdo do blastocisto no utero. Nas mulheres e
nos ratos, o intervalo entre o coito e a implantacdo tem duracédo de quatro a
seis dias, outros mamiferos como o cachorro, a ovelha e o cavalo, apresentam
um tempo entre coito e implantacdo muito mais longo. Nos humanos, a
primeira fase se estende até o 17° dia pds-fecundacao, enquanto nos ratos e
camundongos até o 6° dia. Essa fase inicial da gestacdo é de extrema
importancia, pois durante esse periodo a exposicao materna a produtos téxicos
pode interferir no desenvolvimento do embrido e também causar sua morte
(BRENT et al. 1993; WILSON et al. 1965; WILSON; FRASER, 1977).

Quando ocorre a implantacdo do blastocisto no Utero se inicia o periodo
da organogénese, na espécie humana vai do 18° ao 57° dia de gestacdo, e no
rato, do 7° ao 15°. Esse periodo é caracterizado por uma intensa proliferacao e
migracao celular, remodelamento tissular e formacé&o rudimentar das estruturas
do corpo (BRENT, 1993). Em ratos e em seres humanos, ocorre a ruptura do

epitélio uterino e invasdo do estroma endometrial pelo blastocistoque
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acarretana formacao da placenta hemocorial, caracterizada pela intima relacdo
entre as circulacbes materna e fetal. Para dar suporte a implantacdo e ao
desenvolvimento do embrido, o endométrio de humanos e de camundongos
passa por uma série de modificacbes conhecida em conjunto como
decidualizacdo que € caracterizada por uma pronunciada reacdo estroma-
endométria, resultado na formacdo da decidua (componente maternal da
placenta). Em contrapartida, na ovelha, na égua e na vaca, a placenta é
epiteliocorial (ndo invasiva) e a relacdo feto-maternal € menos intima
(ABRAHAMSOHN; ZORN, 1993; GRAY et al, 2004; RASWEILER 1V,
BADWAIK, 1999; WITORSCH, 2002). A placenta é extremamente importante
em estudos que busquem analisar os riscos de uma substancia
embriofetotdxica, pois se localiza entre a mée e o feto e € responsavel pela
troca de substancia entre eles. Ela atua como uma barreira seletiva e pode
funcionar também como um reservatorio para as drogas que conseguem
atravessa-la e estas podem causar reducdo do fluxo sanguineo, necrose
placentaria ou inibicdo da passagem de nutrientes pela placenta (SILVA et al.,
2009). E o periodo de maior susceptibilidade a acdo de agentes teratogénicos
e embriofetotoxicos, sendo considerado o periodo teratogénico classico
(BRENT, 1993).

Ao final do periodo da organogénese, inicia-se a terceira fase,
denominada fase fetal, que nos humanos abrange o periodo que vai desde o
57° dia poés-fertilizacdo até o nascimento, e no rato do 16° até o 21° dia. Essa
fase é caracterizada por diferenciacdo e crescimento tecidual, maturacao
fisiologica dos diferentes sistemas e crescimento ponderal do feto (FRITZ;
GIESE, 1990; MOORE; PERSAUD, 2008). Nessa etapa, a sensibilidade frente
a agentes toxicos é extremamente baixa, porém ainda pode-se provocar morte
celular e inibicdo da diferenciacdo e divisdo celular, o que pode interferir na
maturagdo do sistema imunoldgico, nervoso e endocrino (AUROUX, 1997).
Nesse periodo é possivel observar uma diminuicdo relativa da cabeca em
relacdo ao corpo e uma elevada taxa de crescimento, principalmente nas
ultimas semanas (MOORE; PERSAUD, 2008).
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v" Toxicidade Reprodutiva

A toxicologia reprodutiva esta relacionada com a teratologia e investiga
os efeitos adversos na capacidade reprodutiva de um organismo e no
desenvolvimento da prole (BARROS E DAVINO, 2003). Os efeitos adversos
incluem  alteragbes no  sistema reprodutivo, maturacdo  sexual,
comprometimento de acasalamento, alteracdo da fungdo enddcrina, producao
e transporte de gameta, ciclo reprodutivo, fertilidade e incidéncia de partos
prematuros. Os efeitos adversos nas proles incluem aqueles ocorridos antes ou
depois do nascimento, estes efeitos podem ser manifestados em qualquer
momento de vida do organismo e inclui morte, anormalidade estrutural,

alteracéo de crescimento e deficiéncia funcional (OECD, 2015).

Para avaliar a toxicidade causada por uma substancia quimica, sao
levados em consideragdo varios fatores que podem interferir na resposta ao
agente exposto, tais como a dose administrada, o tempo de administracéo,
tempo da gestacdo e, sobretudo a sensibilidade que cada individuo tem ao
produto.Com isso, € necessario estabelecer protocolos experimentais
apropriados (ALMEIDA; LEMONICA, 2001; OECD, 2015).

De acordo com a Food and Drug Administration (FDA) e a Organization
for Economic Cooperation and Development (OECD) a investigacdo da
toxicidade do desenvolvimento pode se dividida em trés seguimentos, que

estao descritos abaixo.

a) Segmento | — compreendem os estudos que avaliam os efeitos sobre a
fertiidade e o desempenho reprodutivo, formagdo e maturagdo espermatica e
acasalamento, tanto de machos quanto de fémeas. Os machos sao tratados
antes e durante o acasalamento, e ap0s o cruzamento eles sdo eutanasiados
para analise do 6rgao reprodutivo, enquanto as fémeas sao tratadas antes do
acasalamento e durante a prenhez e lactacdo. Apds a gestacdo, uma parte das
fémeas € submetida a cesariana e os fetos sdo avaliados quanto a presenca de
malformacéo visceral e esquelética, outra parte prossegue para o parto normal,

e o tratamento com a substancia teste continua até o periodo de lactacao;
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b) Segmento Il - Avalia as possiveis alteracdbes no desenvolvimento da
progénie exposta durante a fase da organogénese; as fémeas séo tratadas do
6° ao 15° dia de gestacdo ou 20° dia. No 21° dia, € realizada uma cesariana e
os fetos sdo avaliados quanto a presenca de malformagbes externa e

anomalias viscerais e esqueléticas.

c) Segmento lll — Investiga os efeitos sobre o desenvolvimento pré- e pds-natal
de progénies expostas durante a fase de desenvolvimento fetal e lactacdo. O
tratamento tem inicio no 15° dia de gestacdo e se estende até o 21° pos-natal.
Sao analisados problemas durante o trabalho de parto, sobrevivéncia no
periodo neonatal e o0 desenvolvimento somatico e neurocomportamental

durante o periodo pés-natal.

Os ratos da espécie Rattus norvegicus albinus, linhagem Wistar, sdo os
mais utilizados nos testes de toxicidade reprodutiva e teratogenicidade.
Contudo, a legislacdo recomenda que sejam realizados em, pelo menos, duas
espécies animais (HOLLENBACH, 2008; MELLO; LANGELOH, 2006). A via
oral é a mais utilizada nesses ensaios, pois permitem determinar a dosagem
precisa da substancia estudada e padronizar os niveis plasmaticos maternos.
Outras vias de administragdo podem ser empregadas de acordo com a
exposicdo e caracteristicas fisico-quimicas da substédncia em andlise
(LEMONICA, 2003; OECD, 2015).

v Toxicologia do desenvolvimento e plantas medicinais

As espécies vegetais utilizadas para fins terapéuticos podem apresentar
efeitos adversos e gerar transtorno para gestantes. Por isso, seu uso deve
seguir um controle rigoroso, da mesma forma que € feito com os medicamentos
alopaticos, uma vez que alguns desses produtos de origem vegetal possuem
uma grande complexidade quimica, sendo possivel que parte de seus
constituintes ndo tenham sido identificados e ndo existam informacdes sobre
seus efeitos no organismo. O principal problema do consumo de plantas
medicinais no periodo gestacional € a escassez de informacdes na literatura
acerca dos efeitos embiotoxicos, teratogénico e abortivo (RODRIGUES et al.,
2011; SA, 2014.).



32

O estudo realizado por Almeida e Lemdnica (2000) mostrou que o
extrato hidroalcoolico de Coleusbarbatus B., popularmente chamado de falso
boldo, causa um atraso no desenvolvimento fetal e efeito anti-
implantacdoquando administrado na dose de 880 mg/kg/dia durante os
periodos de pré-implantacdo e organogénese. Em outro estudo, foi observado
gue a exposicao durante o periodo organogénico a Artemisia vulgaris L. causa
um aumento nas taxas de reabsor¢des por implantacdo na dose de 6000
mg/kg/dia. (CALLIARI-MARTIN et al. 2001).

O extrato aquoso das folhas da arruda (Ruta graveolens L) causa efeitos
embriotoxicos e teratogénicos quando administrado na dose de 10 mg/kg/dia
no periodo pés-implantacdo em camundongos prenhes (GONZALES et al.,
2006).

A angélica (Angelica archangelica), sucutba (Himathantus sucuuba),
alecrim (Rosmarinus officinales), arnica (Arnica montana), canfora
(Cinnamomum canphora), confrei (Symphytum officinale L.), eucalipto
(Eucaliptus globulus) e sene (Cassia angustifolia e Cassia acutifolia), séo
exemplos de plantas medicinais com acao abortiva, pois podem estimular a
motilidade uterina e provocar o aborto (VEIGA JUNIOR, et al., 2005).

O extrato hidroalcoolico de Pradosia huberi apresenta um efeito toxico
sobre o sistema reprodutivo de ratas Wistar. Quando administradas nas doses
de 1,22; 6,1 e 30,5 mg/kg/dia durante a fase de pré implantacdo, provoca
diminuicdo no numeros de implantes uterinos seguido de perdas pré-implante.
Além disso, foi observado que nas doses mais elevadas (6,1 e 30,5 mg/kg/dia)
ocorre um aumento no namero de reabsorcbes de embrido (ROCHA et al.
2013).

Soares et al. (2015) mostraram que o tratamento com extrato etandélico
da casca de Himatanthus sucuubaentre o 1° e 14° dias pds-implantacdo, na
dose de 250 mg/kg, causa um aumento nas perdas pré-implante e no peso
placentario, além de diminuir a eficiéncia placentaria quando comparados ao
grupo controle. Adicionalmente, foi visto que a dose de 500 mg/kg é
responsavel por diminuir significativamente a eficacia placentaria e o peso
corporal materno e fetal, além de provocar um aumento de perdas pré-implante
(SOARES et al, 2015).
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Estudos na area de toxicologia reprodutiva envolvendo diferentes doses,
formas de preparo e partes da planta, sdo fundamentais para estabelecer
doses seguras, e com isso explorar os efeitos benéficos dos constituintes

ativos em cada espécie vegetal de interesse.

2.3 FAMILIA CHRYSOBALANACEA

7

A familia Crhysobalanacea é composta por 17 géneros e
aproximadamente 525 espécies distribuidas nas regides tropicais e
subtropicais. Ja foram identificados 167 metabdlitos secundarios em diferentes
espécies, sendo 0s principais constituintes quimicos esteroides, taninos,
flavonoides, triterpenos e diterpenos. A floresta amazonica abriga o maior
namero de espécies de Chrysobalanaceae da Ameérica do Sul. Na mata
atlantica sdo encontradas 45 espécies endémicas (Tabelal) (HEMSING E
ROMERO, 2010; NETO et al., 2013).

Tabela 1: Representatividade da familia Chrysobalanaceae na mata atlantica

Género NUumero de espécies
Mundo Brasil Mata Atlantica
Total Endémicas

Chrysobalanus 3 1 1 0
Couepia 71 57 16 16
Exellodendron 5 6 2 1
Hirtella 107 62 14

Licania 214 110 21 15
Parinari 39 12 5 4
Total 59 45

Fonte: Aguiar, 2010

A familia Chrysobalanaceae apresenta um importante valor econémico,
relacionado com o consumo da fruta, carvdo mineral e é utilizada na medicina
popular para o tratamento de varias doencas como malaria, diarreia, infeccées
e diabetes. Os estudos fitoquimicos e farmacoldgicos comprovam a eficacia e o

largo potencial terapéutico de algumas espécies de Chrysobalanaceae, sendo
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0s géneros Chrysobalanus, Couepia, Licania e Paranarium os mais estudados
(FEITOSA et al.; 2012).

2.3.1 Chrysobalanus icaco

Popularmente conhecida como abajuru, bajurur, ajiru, ajuru, cajuru,
goajuru, guajeru, guajuru entre outros. Naturalizou-se na Asia (india e Vietn) e
nas ilhas do pacifico, mas é originaria tanto da América quanto da Africa. No
continente africano ela é encontrada desde a Guiné até Angola, Tanzania,
Camardes, Senegal e Trinidad e Tobago. J& na América se distribui desde a
Flérida até o Sul do Brasil e no litoral da Colémbia e do Equador (SMITH et al.,
2004; VARGAS et al., 2000). E possivel encontrar a espécie C. icaco em todo
territorio brasileiro, ocorrendo principalmente nos estados de Séo Paulo, Rio de
Janeiro, Minas Gerais, Espirito Santo, Rio Grande do Norte, Paraiba, Sergipe,
Piaui, Ceara e Pernambuco (SILVA, PEIXOTO, 2009).

C. icaco é uma planta arbustiva (Figura 2a), de porte médio e pode
atingir até 4 metros de altura, seu caule é tortuoso de casca fina ou reticulada
com coloracao cinza esbranquicada. As folhas séo arredondadas ou ovais, com
uma textura grossa e flexivel e coloracdo verde escuro (Figura 2b), utilizadas
em forma de cha (extrato aquoso) e para tintura (extrato etanélico). Um estudo
revelou que as folhas de C. icaco contém uma alta concentracdo de fibra
alimentar total e baixa concentracao de lipidios, além de serem ricas em célcio,
magnésio, ferro, manganés, cromo e selénio (AGUIAR, 2010). As flores séo

brancas ou verdes e nascem nos ramos auxiliares (Figura 2c).

O fruto é do tipo drupa arredondado ou ovoidede coloracdo variada
(Figura 2d), com polpa branca adocicada e no periodo de maturacdo bastante
adstringente sdo extremamente ricos em antocianinas, que confere ao fruto
uma propriedade antioxidante, além de serem fontes de sais minerais como o
ferro, célcio, selénio, cobre e cromo (AGUIAR, 2010). O fruto éconsumido “in
natura” pelas populagdes ribeirinhas no Brasil, com pouca importancia
econbmica para o0 pais, ja em Cuba e no México sdo utilizados em escala
industrial na fabricacdo de doces e conservas (ESPINOSA-OSORNIO, 2002;
SANTANA; SILVA, 2000)
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Figura 2: Exemplar de Chrysobalanus icaco. A) Arbusto; B) Folha; C) Flores e D) Fruto.

Fonte:http://www.florestaaguadonorte.com.br/galeria-da-pagina-inicial/fruta-da-
amazonia/ajuru-rosa/.

Estudos fitoquimicosrevelaram alguns compostos quimicos em C. icaco.
Castilho et al. (2000) isolaram séries homologas de hidrocarbonetos de C27 e
C33, de acido pomdlico , acido betulinico, a partir do fracionamento
cromatografico das partic6es e do extrato metandlico das folhas de C. icaco. A
presenca de Miricetina foi confirmada no extrato etandlico das folhas de C.
icaco, sendo esta um provavel marcador taxondmico para a espécie
(BARBOSA et al, 2006; FERNANDES et al, 2003; MENDEZ et al, 1995). O
extrato aquoso das folhas de C. icaco contém rutina (Barbosa; Peres, 2002),
taninos flobafémicos, flavonas, chalconas, catequinas, saponinas, alcaloides e
auronas (WHITE, 2010). Um estudo realizado com o extrato hidroalcoolico de
C. icaco, detectou a presenca de quercitrina, rutina e miricetina-3-glicuronideo-
O (miricitrina, como constituinte majoritario), além de outros derivados menores
de miricetina (BARBOSA e PERES, 2002; BARBOSA et al, 2006).


http://www.florestaaguadonorte.com.br/galeria-da-pagina-inicial/fruta-da-amazonia/ajuru-rosa/
http://www.florestaaguadonorte.com.br/galeria-da-pagina-inicial/fruta-da-amazonia/ajuru-rosa/
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2.3.2 Atividades farmacolégicas de Chrysobalanus icaco

C. icaco é utilizada para diversos fins, dentre eles, como corante, no
artesanato, como alimento e na medicina popular onde se destaca pela sua
propriedade hipoglicemiante. As raizes, cascas, folhas e flores sdo indicadas
para curar doencas como disenteria, leucorréia, infec¢des viscerais, diabetes e
inflamacgé&o,além de serem usadas como anestésico e diurético.

A atividade citotoxica foi comprovada por Fernandes et al. (2003), eles
observaram que o acido pomadlico, extraidoa partir das folhas de C. icaco, inibiu
o crescimento e induziu a apoptose em linhagens de células de eritroleucemia
(K562). Além disso, esse triterpeno foi capaz de diminuir o crescimento da
linhagem Lucena 1, uma linhagem tumoral resistentes a mdultiplas drogas
(FERNANDES, 2003).0 extrato metandlico das folhas de C. icaco inibeo
crescimento de células de HelLa, uma linhagem de células imortal orinunda do
cancer cervical,em altas concentracbes (100 e 200 pg/mL) e causam
modificagdo no perfil proteico apdés 48h de incubacdo (CASTILHO, 2000). As
antocianinas presente nos frutos de C. icaco possuem atividade anticancer e
anti-inflamatoria, pois reduzem a ploriferacdo celular e diminuem a expresao
dos genes TNF-a, IL-1B, IL-6 and NF-kB em células concerigenas de colon
humano HT-29 (VENANCIO et al., 2015).

Oliveira et al. (2014) demonstraram que a administragdo do extrato
aquoso da entrecasca de C. icaco nas doses de 100 mg/kg, 200 mg/kg e 400
mg/kg reduz o edema de pata em ratos induzido por carregenina e dextrana, a
permeabilidade vascular induzida por &cido acético e a migracdo celular no
modelo de bolsdo de ar subcutaneo, comprovando sua atividade anti-
inflamatéria.As doses de 200 e 400 mg/kg apresentaram efeito antinociceptivo
uma vez que reduziu significativamente as contor¢cbes abdominais induzidas
por acido acético.Essa atividade também foi comprovada por Araugjo-Filho et.
al. (2016), eles observaram que o pré-tratamento agudo com o extrato aquoso
das folhas de C. Icaco nas doses de 100, 200 e 400 mg/Kg, v.0., apresenta
atividade antinoceptivaquando comparado ao grupo controle no teste de
contor¢des abdominais induzidas por acido acético. No teste de formalina, o
extrato aquoso das folhas de C. icaco foi efeitvo na segunda fase (ARAUJO-
FILHO et al., 2016).
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Ao analisar os efeitos toxicologicos do extrato aquoso das folhas de C.
icaco, foi observado que o mesmo demonstra um potencial genotoxico pela
inducdo de alteracdo da topologia plasmodial, apresentando também acao
antioxidante (FERREIRA-MACHADO, et al., 2004; FERREIRA-MACHADO, et
al., 2013; PRESTA, et al., 2007).

O potencial antiangiogénico do extrato metandlico obtido das folhas de
C. icaco foi observado através da reducdo de aproximadamente 44% na
formacdo de novos vasos sanguineos em membrana corioalantdide de galinha
(ALVES et al, 2000). A atividade antimicrobiana in vitro foi relatada por Castilho
(2011), por meio de ensaio de difusdo em agar mostraram que 0 extrato bruto
emmetanol e hexanosdo eficientes contra Staphylococcus aureus e
Streptococcus pyogenes (CASTILHO, et. al., 2011).

O primeiro estudo que faz referéncia a utilizagdo do cha de
Chrysobanalus icaco em animais diabéticos foi realizado por Pereira (1987),
eles observaram que o cha a 5% bloqueou a absorcao intestinal de glicose em
64,2% e a reducédo da glicemia em jejum (PRESTA, 1987). A ingestédo de C.
icaco reduz significativamente os valores de glicemia e triglicerideos em
animais diabéticos e mantém a homeostase da glicose, pois normaliza a
sensibilidade a insulina e tolerancia a glicose em camundongos obesos
(BARBOSA et al.,, 2013; FERREIRA-MACHADO et al., 2013; WHITE et al.,
2016)

Recentemente foi descoberto que o extrato aquoso das folhas de C.
icaco possui efeitos metabdlicos benéficos em ratos obesos induzidos por
dieta, quando administrados em baixas doses promove uma diminuicdo no
ganho de peso, nos niveis de triglicerideos e na excrecdo fecal de lipidios,
além de aumentar o peso da massa magra e da atividade motora desses
animais. A dose de 200mg/kg administrada na agua de beber durante quatro
semanas inibe o ganho de peso e o armazenamento de gordura no figado de
camundongos submetidos a uma dieta hipercalérica (WHITE et al., 2016).

Apesar da grande representatividade da Chrysobalanus icaco, existe uma
escassez de informacfes na literatura acerca de seus efeitos toxicoldgicos,
diante disto, se fazem necessarios estudos que visem compreender 0s

possiveis efeitos toxicoldgicos desta espécie.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar em nivel nado clinico, a toxicidade aguda, subaguda e reprodutiva
(periodo de embriogénse e organogénese) do extrato aquoso das folhas de

Chrysobalanus icaco Linnaeus (EAFCI).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar a composicéao fitoquimica do extrato aquoso das folhas de
Chrysobalanus icaco Linnaeus (EAFCI);

e Investigar o efeito toxicoldgico agudo do EACi em camundongos albinos
Swiss (Mus musculus);

e Avaliar a toxicidade subaguda (doses repetidas, 28 dias) em
camundongos albinos Swiss (Mus musculus);

e Avaliar os parametros hematoldgicos, bioquimicos e histologicos e
morfométricos dos camundongos submetidos a toxicidade aguda e
subaguda.

e Analisar o efeito da administracdo oral do EACi durante o periodo de
embriogénese e organogénese em ratas Wistar;

e Avaliar as variaveis reprodutivas de ratas Wistar;

e Estudar a possivel embriofetotoxicidade e teratogénicidade.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 MATERIAL VEGETAL

O material botanico foi coletado no municipio de Itamaraca, Pernambuco,
em setembro de 2014. A identificacdo da espécie foi realizada pela Dra
Leidiana Lima da Universidade Federal Rural de Pernambuco. Para obtencéo
do extrato agquoso, as folhas foram secas em estufa a 40 °C e trituradas. Em
seguida, o p6 (50 g) foi submetido a extracdo por infusdo em agua destilada
(1000 mL) a 100 °C durante 15 min. Apos este periodo, o extrato foi filtrado,
concentrado em rotaevaporador sob presséo reduzida e seco em liofilizador. O
protocolo foi repetido até se obter uma quantidade suficiente para realizacéo do
protocolo experimental. O extrato aquoso foi armazenado a 4 °C e solubilizado
em solucao salina nas concentracdes desejadas minutos antes da realizacéo

dos experimentos.

A analise do perfil fitoquimico foi realizada por Cromatografia em
Camada Delgada (CCD), segundo Wagner e Bladt (2001). O extrato aquoso
das folhas de C. icacofoi pesado e resuspendido em solventes para se obter
uma concentracdo final de 5mg/mL. O sistema de solventes utilizado foi
Hex/AcOEt/MeOH (3:5:2) viviv.

Apos o desenvolvimento do sistema de solventes, as placas foram secas
e pulverizadas com os reveladores especificos para a identificacdo dos
compostos metabdlicos: Dragendorff's (alcal6ides), Liebermann-Burchad
(terpenos e esteroides), cloreto de aluminio (flavonoides), cloreto férrico
(taninos) e hidroxido de potassio (cumarinas e antraquinonas). Como
desenvolvedores universais, anisaldehido e sulfato cérico foi usado. Os
cromatogramas foram examinados sob luz ultravioleta (254 e 365 nm) e

pulverizadas com reagente revelador para visualizar os compostos separados.

4.2 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos Swiss fémeas e machos (60 dias e 30g -
35g), provenientes e mantidos no biotério setorial do Departamento de
Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). As ratas da

linhagem Wistar (90 dias) foram provenientes e mantidas no biotério setorial do
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Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da UFPE. Os animais receberam
agua e racao (LABINA Purina Brasil) “ad libitum” e foram mantidos em
condicbes normais de temperatura (22 = 2 °C) e umidade (60 £ 1%), sob
ciclonatural claro e escuro de 12-12 horas. O protocolo experimental foi
aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da UFPE sob o
namero 23076.016550/2016-38 (Anexo A)

4.3 TOXICIDADE AGUDA

Para avaliagdo da toxicologia aguda foi utiizada a metodologia
recomendada pela Organization for Economic Cooperation and Development -
Guideline 423 (OECD, 2001). Camundongos albinos Swiss (Mus musculus)
fémeas (n=12) foram aleatoriamente distribuido em dois grupos, controle e
tratado, de trés animais cada. Uma dose uUnica de 2000 mg/kgdo EAFCi,
ressuspenso em agua, foi administrada oralmente, por gavagem, aos animais
do grupo teste. Os animais do grupo controle recebeu agua (10 mL/kg). Os
animais foram observados nas primeiras duas horas apds a administracéo e
diariamente durante 14 dias, essa avaliacdo foi realizada pelo método de
screening hipocratico, que considera os critérios comportamentais excitatorios
(agitacéo, convulsdes, frémito vocal, irritabilidade, movimentos estereotipados,
resposta ao toque, salivagdo, taquicardia e tremores), inibitérios (contorcéo
abdominal, estiramento, ptose, sonoléncia e trem posterior) e atividade geral
como defecacdo, diarreia, lacrimejamento, miccdo piloerecdo e Obito. Além
disso, o peso, o consumo de agua e racdo também foram avaliado durante

todo experimento.

No 14° dia, os animais foram anestesiados com ketamina e xilazina (2:1;
vlv, i.p), a coleta de sangue foi realizada por puncdo cardiaca, e a realizacdo
dos exames hematoldgicos e bioquimicos. O figado, rim e baco foram
coletados e seus pesos absolutos aferidos. O peso relativo desses 6rgaos foi
obtido utilizando a férmula: massa do orgdo/massa ponderal x 100. Em
seguida, esses mesmos orgdos foram fixados em formalina 10% por 24h para
posterior analise histolégica. O protocolo experimental foi repetido para se

obter um numero final de 6 animais por grupo.
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4.4 TOXICIDADE SUBAGUDA

Foi utilizada a metodologia recomendada pela Organization for
Economic Cooperation and Development (OECD, 2008). Camundongos albinos
swiss (Mus musculus, 60 dias) foram divididos cinco em grupos com cinco
animais por gaiola e por sexo. Os animais foram tratados durante 28 dias
consecutivos por via oral com EAFCi nas doses de 100, 200 e 400 mg/kg
(grupo tratado) ou agua potavel (grupo controle), o grupo satélite recebeu a
dose de 400 mg/kg e em seguida ficou 14 dias sem tratamento, para verificar
se ha reversdo dos sinais de toxicidade (quando houver). A massa corporal,
ingestao de alimentos e agua dos animais foram registrados semanalmente
durante todo tratamento. Sinais de toxicidade, como piloerecdo, diarreia e
alteracdes na atividade locomotora e mortalidade foram observados durante o
periodo experimental. No final do vigésimo oitavo dia, os animais foram
anestesiados com ketamina (0,35 mL/kg) e xilazina (0,10 mL/kg), por via
intraperitoneal, o sangue foi coletado por pun¢do cardiaca para a realizacdo
dos exames hematologicos e bioquimico; e os 6rgéos (figado, rime bago) foram
removidos, pesados e suas massas expressas em termos absolutos (g) e
relativo (g/100g de massa do animal). Posteriormente foi realizada a analise
histolégica.

4.5 ANALISE BIOQUIMICA

Para analise bioquimica, o sangue totalfoi centrifugado a 3500 rpm
durante 10 minutos para coleta do soro e, em seguida, foramdeterminados os
seguintes parametros: glicose, uréia, creatinina, aspartato aminotransferase
(AST), alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (ALP) e proteinas
totais. Os ensaios foram realizados usando kits comerciais de diagndstico
padronizados da LABTEST®, em aparelho automatizado (LABMAX).

4.6. ANALISE HEMATOLOGICA

As amostras sanguineas foram coletadas em tubos com EDTA. Em
seguida foi feita a contagem de hemacias, a determinacdo de eritrocito,
leucéceitos, hematdécrito, hemoglobina, o volume corpuscular médio (VCM), a
hemoglobina corpuscular média (HCM) e a concentragdo da hemoglobina
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corpuscular média (CHCM). As determinac@es foram realizadas em analisador

hematoldgico celular automatico (Horiba disgnostic ABX®)
4.7. ANALISE HISTOLOGICA E MORFOMETRICA

Andlise histolégica: Apds laparotomia, os 6rgaos (figado, rins e baco)
foram removidos e fixados em formalina (formol a 10%) por 24h. Apoés fixacao,
as amostras foram lavadas em agua corrente e imersas em alcool 70% até a
realizacdo da analise histolégica. Os 6rgaos foram impregnados e incluidos em
parafina, posteriormente, foram obtidos fragmentos tissulares seccionados em
espessura de 5,0 um e corados com hematoxilina-eosina. A andlise histologica

dos érgéos foi realizada por analise microscopica.

Andlise Morfométrica: O estudo morfométrico foi realizado segundo a
metodologia descrita por Engelman et al. (2001). Foi determinada por métodos
estereologicos, a propor¢gdo entre o parénquima nao lobular (espaco porta,
veias centro-lobulares e ramos da veia hepatica) e lobular (hepatdcitos,
sinusoides, espaco de Disse e ductos biliares) do figado dos animais dos
grupos experimentais, utilizando uma quadricula com 100 pontos-teste,
colocada sobre os cortes das preparacBes histoldégicas coradas pela
hematoxilina-eosina. A contagem foi feita em trés preparacdes histologicas, de
maneira que, foram contados 10 campos utilizando-se a objetiva de 40X,

perfazendo um total de 5.000 pontos por grupo.

Para a analise morfométrica dos rins, foram utilizadas trés preparacdes
histologicas de cada grupo e analisados dez glomérulos em cada lamina. As
medidas foram restritas aos glomérulos que demonstraram os polos vascular e
urinério. Essa disposicdo indica a sec¢do coincidente com a regido equatorial
do glomérulo. Para as mensuracdes foram utilizados os glomérulos
selecionados ao acaso. A captura da imagem foi efetuada através de camera
de Video Sony®, acoplada ao microscopio Olympus® Bx50. A morfometria foi
realizada através de aplicativo Morfometria de Linhas, calibrado em
micrémetros, associado ao programa Optimas® 6.2 para Windows. Para a
obtencdo da éarea glomerular posicionou-se 0 cursor na area central do
glomérulo, estabelecendo-se, a partir dai, uma linha circular externa,

coincidente com os limites do tufo glomerular. Para mensuracédo da capsula de
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Bowman foi adotado a mesma metodologia (Akaoka et al., 1994). O volume
glomerular e da capsula de Bowman, foi calculado de acordo com os critérios
preconizados por Pagtalunan et al. (2000). Para essa estimativa, utilizou-se a

equacdo 4/3mr’, destinada ao calculo do volume da esfera, na qual “r

representa o raio.

Para analise morfométrica, foram utilizadas duas laminas de cada grupo
e as regides do disco placentario foram analisadas. As medidas foram
restringidas das regifes do labirinto, trofospongio e células trofoblasticas
gigantes. A captura da imagem foi efetuada por meio de camera de Video
Sony®, acoplada ao microscopio Olympus® Bx50. A morfometria foi realizada
através de aplicativo Morfometria de Linhas, calibrado em micrémetros,
associado ao do programa Optimas® 6.2 para Windows. A morfometria de
linhas foi utilizada para a medic&o da area total do disco placentario e de suas
camadas. Para a quantificacdo dos elementos constituintes das camadas do
disco placentario, utilizou-se uma graticula de 110 pontos, para identificacdo
das estruturas e células, as quais foram classificadas em: (1) Vascularizagéo
materna; (2) Células trofoblasticas pequenas - indiferenciadas (em contato com
vasos fetal); (3) Células intermediarias (em contato com vasos maternos); (4)
Células trofoblasticas gigantes (binucleadas); (5) Células sinciciais (proximas a
regido do trofoblasto) e (6) Mesénquima, na regido do trofospongio, e na regiao
do labirinto em: (1) Trofoblasto sincicial; (2) Parede de vasos fetais; (3) Lumen
de vasos fetais e (4) Leito vascular labirintico (vaso materno), sendo analisados
na objetiva de 40X, escolhidos aleatoriamente 10 campos, por lamina, com trés
repeticoes, perfazendo um total de 1.100 pontos (Lemos et al., 2014; Silva et
al., 2015).

4.8 TOXICIDADE REPRODUTIVA

Dois protocolos experimentais foram utilizados para avaliar os riscos
toxicologicos do extrato aquoso das folhas de Chrysobalanusicaco baseados
nas recomendagcbes da OECD, 421 para testes com ratas Wistar. Os
protocolos realizados abrangeram diferentes periodos de exposicao.

v" Periodo de acasalamento
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As fémeas nuliparas foram colocadas em contato com o macho
adulto na proporcdo 2:1. No dia seguinte, foi realizado o lavado vaginal com
NaCl 0,9%. A confirmacéo do acasalamento foi feita baseada na presenca de
espermatozoide no lavado coletado associado ao diagnéstico da fase estro do
ciclo estral. Assim, a presenca do espermatozéide determinou o dia 0 de
prenhez. Os acasalamentos foram mantidos até a obtencdo do numero
suficiente de ratas prenhes (n= 40). ApGs a confirma¢do do acasalamento, as
ratas foram aleatoriamente divididas em dois protocolos experimentais: periodo
de embriogénese e periodo de organogénese

v' Periodo da embriogénese

No primeiro protocolo, as ratas fémeas foram tratadas diariamente
durante o periodo de pré-implantagcdo (1° ao 6° dia de prenhes) e divididas em
grupo controle (que recebeu agua potavel, n=10) e grupos tratados por via oral
com EAFCi nas doses de 100, 200 e 400 mg/Kg (n= 10 por grupo).

As ratas foram observadas quanto a sobrevivéncia, mudancas na
alimentacdo e ingestdo de agua e alteragdo nos sinais clinicos de toxicidade,
tais como, piloerecdo, diarreia, mudanca de atividade locomotora e
sangramento vaginal. O ganho de massa materno foi determinado diariamente
durante o periodo.

No sétimo dia da prenhez, as ratas foram anestesiadas com ketamina
(60 mg/kg e xilazina (6 mg/kg, i.p.). Foi realizada a laparotomiae seus cornos
uterinos removidos para a quantificacdo do namero de implantac¢des (Figura 3).

Os ovérios foram coletados, pesados e seus corpos luteos contados (Figura 4).

Figura 3: Utero gravidico de rata controle com 7 dias de prenhez. As setas indicam pontos de

implantac&o uterina

. Fonte: a autora, 2016
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Figura 4: Ovério de rata controle com sete dias de prenhez. As setas indicam os corpos llteos.

Fonte: a autora, 2016.

A taxa de perda de pré-implantacéo foi determinada utilizando a seguinte

formula:

Perdas pré-implante: Niumero de corpos Iuteos — numero de implantacdes (x 100)

Numero de corpos luteos

Os orgédos maternos (figado, pulméo, coracdo, adrenais, rins e bago)
foram coletados e pesados e avaliados quanto a presenca de alteracdes

macroscopicas.

v' Periodo da Organogénese

No segundo protocolo experimental, as ratas prenhes foram tratadas
diariamente do 6° dia ao 15° dia de gestacdo (periodo da organogénese) com
agua potavel (grupo controle, n=10) ou com o EAFCi nas doses de 100, 200 e
400 mg/kg por via oral (n=10, por grupo). Os sinais clinicos de toxicidade como:
diarreia, piloeregéo, estresse, atividade motora e sangramento foram avaliados
diariamente, assim como o consumo de racdo e agua e o ganho de peso das
progenitoras. No 21° dia, os animais foram eutanasiadose 0s seguintes
parametros foram avaliados:

v' Perdas pés-implantes

[ (N° de Implantacdes — N° de Fetos Vivos / N° de Implantagdes) x 100 ]
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v Indice placentario
Os fetos e suas respectivas placentas foram retirados e pesados para

calcular o indice placentério

[ Massa das placentas / Massa dos fetos ]

v Indice de reabsorcées prévias e tardia
Foi considerada uma reabsorcdo prévia, quando observado um sitio de
implantagdo na auséncia de placenta (Figura 5A). A reabsorcdo tardia foi
caracterizada pela presenca de placenta e auséncia de feto ou feto morto com

alteracOes degenerativas externas (5B).

Figura 5: Utero gravidico de rata com reabsorcédo prévia (A). Placenta de rata com
reabsorcéo tardia (B)

Fonte: OLIVEIRA, 2015.

v' Massa relativa e absoluta dos érgdos maternos
Os orgaos maternos (figado, pulmédo, coracdo, adrenais, rins e baco)
foram coletados, pesados e analisados macroscopicamente quanto a textura e

cor.

v Razao Sexual
A determinacgéo da razdo sexual dos fetos foi determinada pela relagéo
entre nimero de machos e fémeas. A forma de sexar faz-se observando a

distancia ano-genital: o0 macho é maior em aproximadamente 2 vezes em

relacdo a fémea.
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v' Teste para confirmacao de sitio de implantacdo e reabsor¢cfes
Em caso de auséncia de desenvolvimento fetal e sitios de absorcdes
visiveis, o Utero foi emerso em uma solucdo de NaOH 0,2%, para revelacao

dos possiveis pontos de implantagéo (Figura 6) (LIMA, 2011).

Figura 6: Utero histerectomizado com as implantagées reveladas por NaOH 0,2 %.

Fonte: OLIVEIRA, 2015.
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v' Analise das anomalias e/ou malformacgdes externas

Foi realizada uma analise minuciosa da boca, conformacéao craniana,
membros anteriores e posteriores, perfuracdo anal e cauda, de acordo com o0s
critérios estabelecidos por Wilson (1965) (Figura 7).

Figura 7 - Analise das anomalias e/ou malformacdes externas dos fetos de rata Wistar
(grupo controle).

L

Fonte: a autora, 2016
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v Andlise das anomalias e/ou malformacdes viscerais
Metade de cada ninhada foi fixada em uma solucdo de Bouin para
subsequente exame visceral pelo método de seccao seriada de Wilson (1965).
Foi realizada uma analise detalhada das sec¢bes da cabeca, torax e pelve
(Tabela 2).

Tabela 2: Secces seriadas de Wilson de fetos de ratas Wistar

EstruturasObservadas

Seccéo da cabeca.
1- Palato

Seccéo da cabeca
1- Septo Nasal
2- Coana

Seccéo da cabeca
1- Cristalino
2- Retina
3- Bulbo Olfatério
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Seccédo da cabeca
1- Seio venoso

2- Ventriculos laterais
3- Terceiro ventriculo

Seccéo do pescoco
1- Traqueia
2- Esobfago
3- Medula espinhal

Seccdao do torax
1- Medula espinhal
2- Pulméao
3-

Seccédo do térax
1- Pulméo
2- Coracéo
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Seccéao do torax
1- Pulméo
2- Coracéo

Seccdo do torax (regido lombar)
1- Rim

Seccéo da pelve
1- Testiculos
2- Bexiga

Seccéo da pelve
1- Ovérios
2- Utero
3- Bexiga

Fonte: a autora, 2016
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v Andlise das anomalias e/ou malformacdes esqueléticas
Apés a analise externa dos fetos, metade de cada ninhada foi colocada
em alcool 70% por 24h e posteriormente em acetona por 24 h, depois foram
eviscerados e corados com vermelho de alizarina para investigacdo das
alteracdes esqueléticas pela técnica de Staples e Schenell (1964). Apés a
obtencéo da coloracdo do esqueleto, os fetos foram conservados em glicerina
100%. (Figura 8 e 9).

Figura 8: Andlise das anomalias e/ou malformacdes esqueléticas dos fetos de rata
Wistar (grupo controle).

Fonte: a autora, 2016



Figura 9: Pontos de ossificagdo normal de fetos controles. a) Vista lateral; b) Vista ventral;
c) Vista dorsal; d) Esterno: 1- Manubrio, 2- Centros esternais (Esternébras), 3- Processo
xifoide; ) Membro anterior: 1- Escapula, 2- Umero, 3- Radio e ulna, 4-Carpos, metacarpos
e falanges; f) 1-Fémur, 2- Tibia e fibula, 3- Tarsos, metatarsos e falanges; g) Vista lateral
cranio: 1- Supraoccipital, 2- Interparietal, 3- mandibula; h) Vista ventral cranio: 1-

Fonte: Moura, 2016

53
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5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados dos experimentos de toxicidade aguda e subaguda foram
expressos como média * desvio padrdo. As diferencas entre os grupos foram
determinadas por andlise de variancia (ANOVA), seguido pelo teste de Tukey.
O numero de implantacbes e reabsorcbes, as taxas de implantacdo e de
perdas pré-implantagdo e poés-implantacdo, bem como os dados de
teratogénese foram analisadas pelo teste de Kruskal-Wallis. Os dados
morfometricos foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis, onde as médias
foram comparadas pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney. A andlise estatistica
foi realizada no Graph Pad Prism 5.0 Software e o nivel de significancia foi

fixado em p<0.05.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 PROSPECCAO FITOQUIMICA

A partir da analise por cromatrografia em camada delgada, foi possivel
identificar a presenga de taninos e flavonoides (Tabela 3) no EAFCi. Esses
achados corroboram com o estudo realizado por White et. al., (2010), onde foi
encontrada a presenca de taninos e flavonas no extrato aquoso das folhas de

C. icaco.

Tabela 3. Prospeccéo fitoquimica do extrato aquoso das folhas de Chrysobalanus icaco.

Classe quimica Procedimentos de extracéo Extrato
Taninos Cloreto Feérrico +
Alcaloides Dragendorff -
Flavonoides Cloreto de Aluminio/Sulfato cérico +
Terpendides Liberman/Anisaldeido/sulfato cérico -

Antraquinona cumarina  Hidréxido de Potassio -
(-) Nao detectavel; (+) Presente

6.2 TOXICIDADE AGUDA

O extrato aquoso das folhas de Chrysobalanus icaco na dose de 2.000
mg/kg administrado por via oral em camundongos fémeas, ndo produziu morte
e ndo causou alteracdo comportamental no periodo de 14 dias de
observacéo.A massa corporea (Figura 10A), o consumo de racao (Figura 10B)

e 0 consumo de agua (Figura 10C) néo foram diferentes do grupo controle.
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Figura 10: Efeito do extrato aquoso das folhas de Chrysobalanus icaco (EAFCi 2000mg/kg),
por via oral sobre a massa corpérea de camundongos Mus musculus fémeas (A); consumo
de racdo (B) e consumo de agua (C).
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Os valores representam as médias = d.p.m. (n = 6/grupo). (p<0,05) (teste t).
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Nenhuma diferenca clinica significativa foi registrada no perfil hematologico dos
animais do grupo tratado quando comparado ao controle (Tabela4)

Tabela 4: Efeito do extrato aquoso das folhas de Chrysobalanus icaco (EAFCi 2000 mg/kg),
por via oral sobre os parametros hematolégicos de camundongos Mus musculus fémeas.

Parametros Controle EAFCi(2000mg/kg)
Leucdcitos (10°/uL) 82+1,8 79+3,1
Hemacias (k/uL) 79+0,6 79+14
Hemoglobina (g/dL) 13,3+0,9 13,1+1,2
Hematocrito (%) 41,1 + 3,3 41,4 +8,2
Plaqueta (10%/uL) 526 + 88,3 477 + 27,4
VCM (fL) 51,8 +1,1 52,1+24
HCM (pg) 16,9 + 0,7 16,8+ 1,9
CHCM (g/dL) 325+1,3 32,4+ 4,8
RDW (%) 13,4 + 1,6 13,4+ 2,5
VPM (fL) 7,1+£0,9 75+1,3
LINFOCITO (%) 79,1+27 80,0+ 7,5
MONOCITO (%) 10,5 + 2,5 8,1+23
GRANULOCITOS (%) 10,8+3,5 12,8 + 8,4
Valores_representam a média + desvio padrdo da média (n = 6/grupo). VCM: Volume

Corpuscular Médio,HCM: Hemoglobina Corpuscular Média, CHCM: Concentracdo de
Hemoglobina Corpuscular Média, RDW:Amplitude da Distribuicdo das Hemacias e VPM:
Volume Plaquetéario Médio. (p<0,05) (teste t)

N&o foram observadas diferencas significativas nos niveis séricos de
glicose,triglicerideos,fosfatase alcalina, proteinas totais, AST, ALT, ureia e

creatinina (Tabela 5)
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Tabela 5: Efeito do extrato aquoso das folhas de Chrysobalanus icaco (EAFCi 2000
mg/kg), por via oral sobre os pardmetros bioquimicos de camundongos Mus musculus

Parametros Controle EAFCi(2000mg/kg)

Glicose (mg/dL) 130,10 + 6,39 136,85 + 10,26

Ureia (mL/dL) 45,66 + 6,65 47,33 £ 6,26
Creatinina (mg/dL) 0,20 + 0,08 0,20 £ 0,05
Triglicerideos (mg/dL) 93,20 + 13,91 88,5 + 6,26
AST (U/L) 133,75 + 2,50 138,46 + 9,71
ALT (U/L) 51,40 + 8,56 50,30 £ 3,74
Fosfatase Alcalina (U/L) 226,60 + 3,51 235,00 £ 4,10
Proteinas Totais 5,60 = 0,59 5,50+0,70

Valores representam a média + desvio padrdo da média (n = 6/grupo).
AST:aspartatoaminotransferase, ALT:alanina-aminotransferase.(p<0,05)
(teste t)

O peso absoluto e relativo do figado, rins e baco ndo foram afetados
com a administracdo aguda do EACi (Tabela 6). Também nao foram
encontradas alterac6es morfologicas externas na textura ou cor desses 0rgaos

guando comparados ao grupo controle.

Tabela 6: Efeito do extrato aquoso das folhas de Chrysobalanus icaco (EAFCi 2000 mg/kg), por
via oral sobre o peso absoluto e relativo de camundongos Mus musculus fémeas.

Orgéos Controle 2000 mg/Kg
Figado (g) 2,53+ 0,33 2,33+ 0,26
Figado (%) 7,36 £ 0,70 6,60 + 0,36
Rim (g) 0,19 + 0,03 0,18 + 0,03
Rim (%) 0,55 + 0,09 0,52 £ 0,07
Baco (g) 0,30 + 0,06 0,30 0,07
Baco (%) 0,92 + 0,15 0,84 + 0,20

Valores representam a média + d.p.m. (n = 6/grupo). (p<0,05) (teste t)
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A analise microscépica mostrou que o EAFCi produziu uma pequena
leséo hepatica, sendoobservada congestédo de veias centrolobulares, hipertrofia
e hiperplasia de hepatécitos e estes superativados com mais de cinco
nucléolo,microesteatosepericentrolobular discreta, multifocal e difusa. Os
achados descritos sao sugestivos de desafio toxico, no entanto o érgdo nado
apresentouprocessos degenerativos que indicassem efeitos deletérios da dose
de 2.000 mg/kgde EACi com avaliacdo apés 14 dias (Figura 11A e B).

Na regido do cortex renal foi observada atrofia glomerular discreta,
glomerulo nefrite proliferativa, degeneracdo hidrépica e inicio de nefrose nos
tubulos contorcidos. O EACi provocou ligeira toxicidade em grau discreto
guando administrado em dose Unica de 2.000mg/kg em camundongos (Figura
11 B e D).

Ndo foram observadas alteracdes histolégicas no bago dos animais

submetidos ao EACI.

Figura 11— Fotomicrografia hepaticas (A e B) e renais (C e D) de camundongos fémeas tratados com o
extrato aquoso das folhas de C. icaco. HE. (A e C) Controle e (B e D) EAFCi 2000 mg/kg

HHH: Hipertrofia e Hiperplasia de hepatdcitos; E: esteatose; HB: Hepatocitos binucleados; AG:
Atrofia glomerular; HCT: Hidropisia de tlbulo contorcido; GN: Glomerulonefrite.
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Os testes toxicologicos realizados em animais experimentais visam
fornecer informacdes seguras sobre os efeitos toxicos produzidos por um
agente quimico, a natureza desses efeitos e as doses seguras de exposicdo
(PIRES, et. al., 2012).

O extrato aquoso de Chrysobalanus icaco pode ser considerado de
baixa toxicidade aguda de acordo com o método de classes recomendado pela
OECD 423 (OECD, 2001) e enquadra-se na classe 5 (DLsy superior a 2.000
mg/kg), pois ndo foram registrados sinais de toxicidade geral como alteracdes
no consumo de agua e ragdo, nO peso corpéreo € nos parametros
hematoldgicos e bioquimicos, também n&o foram observados 6bitos durante
todo periodo experimental.

Ainda de acordo com a OECD, a proxima dose a ser testada seria a de
5.000 mg/Kg; entretanto, s6 é recomendado o estudo com essa dose em casos
que justifiguem a sua necessidade. Esses achados corroboram com o estudo
realizado por Oliveira et. al., (2014), onde foi observado que o extrato aquoso
da entre casca de C. icaco néo induziu sinais de toxicidade na dose de 2.000

mg/kg.



61

6.3 TOXICIDADE SUBAGUDA

A toxicidade sistémica pode ser manifestada por alteragbes no consumo
de agua, racdo e reducdo na massa corporal dos animais experimentais. Estes
sdo parametros simples e extremamente sensiveis quando ocorre exposicao a
um agente toxico, e podem ser utilizados como um indicadores confiaveis do
estado de saude do animal (VOLPATOet al, 2015). Os animais tratados com o
EAFCi nas doses de 100, 200 e 400 mg/kg e o grupo satélite, durante 28 dias
consecutivos, ndo apresentaram sinais de toxicidade (piloerecdo, diarreia e
alteracdo na atividade locomotora) ou morte. O tratamento dos machos e das
fémeas com o EAFCi ndo comprometeu o consumo de agua durante todo o

periodo quando comparado ao grupo controle (Figura 12A e B).

Figura 12: Efeito do extrato aquoso das folhas de Chrysobalanus icaco (EFACIi) no consumo
de a4gua de camundongos machos (A) e fémeas (B) tratados por via oral durante 28 dias

consecutivos.
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Os valores representam as médias + d.p.m. (n= 5/grupo). N&o significativo vs grupo controle,
ANOVA, teste de Tukey.
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Houve uma diminuicdo na massa corpéreadoscamundongos machos e
fémeas,em todas as doses testadas,quando comparados aos seus
respectivosgrupo controle. Nos machos essa diminuicdo aconteceu a partir da
segunda semana de tratamento e se estendeuaté o final do experimento
(Figura 13A). Nas fémeas essa reducédo foi registrada na terceira e quarta
semana de tratamento (Figura 13B). Adicionalmente, foi observada uma
diminuicéo significativa no consumo de ragdo dos machos entre o 14° e 28° dia
de tratamento (Figura 14A) e nas fémeas a partir da do 21° dia (Figura 14B) em
todas as doses testadas. Os animais do grupo satélites (machos e fémeas)
também apresentaram uma reducdo na massa corpOrea e no consumo de
racdo a partir da segunda semana de tratamento, ao final do periodo de
observacéo desses animais (14° apos o final da administracdo do EAFCIi), a
massa corpérea e o consumo de racdo desses animais ndo diferiram dos
animais do grupo controle (dados ndo mostrados).

Substancias ativas presentes no EAFCi podem ter ocasionado inibic&o
do apetite dos animais e como consequéncia, reducao da massa corporea,
uma vez que o0s animais que ficaram em observacdo apdés o
tratamentoconseguiram reestabelecer o peso corporal.

No estudo de toxicidade aguda, ndo foi observado alteracbes na massa
corpérea em camundongos fémeas tratados com 2.000 mg/Kg, em dose Unica.
Pelo visto, a duracdo de tratamento foi responsavel pela redu¢cdo no consumo
de racdo. Entretanto, outras pesquisas sdo necessarias para identificar
gual/quais os fatores que estariam possivelmente envolvidos na reducdo do

apetite.
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Figura 13: Efeito do extrato aquoso das folhas de Chrysobalanus icaco (EAFCi) sobre a massa
corpérea de camundongos machos (A) e fémeas (B) tratados por via oral durante 28 dias
consecutivos.
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Os valores representam as médias + d.p.m. (n= 5/grupo).Estatisticamente diferente do grupo
controle (ANOVA seguido por Tukey, *p <0,05; *p<0,01; ***p<0,001
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Figura 14: Efeito do extrato aquoso das folhas de Chrysobalanus icaco (EAFCi) no consumo de
ragdo camundongos machos (A) e fémeas (B) tratados por via oral durante 28 dias consecutivos.)
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Os valores representam as médias + d.p.m. (n= 5/grupo).Estatisticamente diferente do grupo
controle (ANOVA seguido por Tukey, *p <0,05; *p<0,01; ***p<0,001
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Alteracbes hematolégicas e bioquimicas também podem expressar a
toxicidade sistémica de uma substancia. Os parametros hematolégicos séo
importantes devido a alta sensibilidade do sistema hematopoiético a agentes
toxicos, que podem resultar em alteracdes transitérias ou permanentes (Silva et
al, 2016)

AsTabelas 7 e 8 mostram o perfil hematologico dos animais controles e
dos animais tratados com o EAFCi. Nao foi encontrada nenhuma diferenga
significaiva nos parametros analisados no grupo dos machos (Tabela 7) e das
fémeas (Tabela 8) tratadas em relacdo aos animais do grupo controle. Este
resultado sugere que o EAFCi ndo desencadeou nenhuma resposta

inflamatoria imunossupressora na analise destes parametros hematologicos.
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Tabela 7: Efeito do extrato aquoso das folhas de Chrysobalanus icaco (EAFCi 100, 200 e 400 mg/kg) administrado por via oral
sobre os parametros hematolégicos camundongos Mus musculus machos tratados por 28 dias consecutivos.

Parametros Controle  100mg/Kg 200mg/Kg  400mg/Kg Satélite
Leucécitos (10°/uL) 6,85+1,68 860+0,76 6,90+1,04 6,50+0,29 6,48+ 1,70
Hemacias (k/uL) 8,22+0,86 8,37+045 7,73+0,61 7,33+0,86 8,67+ 0,70
Hemoglobina (g/dL) 139+0,36 13,5+0,24 13,7+0,33 13,7+0,87 12,6+0,57
Hemataocrito (%) 426+1,75 40,1+143 38,6+2,62 398=+3,19 43,4 +2,93
Plaqueta (10%/uL) 727+37,8 747+87,7 666+542 665664 626+102,71
VMC (fL) 50,4+0,54 48,6+0,89 49,6+0,83 51,6+2,96 50,2+ 0,83
HCM (pg) 16,6 £0,96 16,2+0,72 17,8+1,12 18,1+0,97 15,5+ 1,32
CHCM (g/dL) 33,1+162 33,7081 356+1,87 350+1,10 32,1 +4,08
RDW (%) 128+0,71 13,4+0,51 13,9+0,96 13,6+0,38 12,4 +0,32
VPM (fL) 6,78+1,78 6,88+1,23 7,18+0,51 7,64+141 7,1+1,79
LINFOCITO (%) 73,5+6,53 71,2+224 716%6,87 66,9 *5,56 74,9 +50
MONOCITO (%) 8,05+117 6,87+£0,25 6,62+14 8,8+1,77 7,52+ 0,92
GRANULOCITOS (%) 23,2+1,4 23,05+1,0 2320+2,7 19,15+45 19,54+3,3

Valores representam a média + desvio padrdo da média (n = 5/grupo). N&o significativo vsgrupo controle, ANOVA
seguido pelo teste de Tukey. VCM: Volume Corpuscular Médio,HCM: Hemoglobina Corpuscular Média, CHCM:
Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular Média, RDW:Amplitude da Distribuicdo das Hemacias e VPM: Volume

Plaquetario Médio.



Tabela 8: Efeito do extrato aquoso das folhas de Chrysobalanus icaco (EAFCi 100, 200 e 400 mg/kg) administrado por
via oral sobre os parametros hematolégicos camundongos Mus musculus fémeas tratadas por 28 dias consecutivos.

Parametros Controle 100mg/Kg 200mg/Kg 400mg/Kg Satélite
Leucécitos (10°/pL) 598+0,61 5,75+0,68 5,02+0,63 6,07 + 0,49 6,56+ 0,53
Hemacias (k/pL) 570+0,77 6,0+1,77 6,68 + 0,65 6,25 + 0,45 6,91 + 1,06
Hemoglobina (g/dL) 124+1,30 12,0+3,24 13,7+1,30 13,0+ 0,99 1254 +1,11
Hematocrito (%) 27,4+324 28,3+3,24 31,6+352 29,4+ 3,12 25,0 £ 4,52
Plaqueta (10%/pL) 420 +94,58 512 +48,1 490 + 52,6 443 + 78,6 445 + 78,91
VMC (fL) 482+2,16 47,2+148 49,0%+2,34 47,2 + 3,03 51,0+ 0,81
HCM (pg) 21,8+147 20,3+096 20,9+0,75 20,8 + 1,29 22,08 + 1,16
CHCM (g/dL) 453+1,47 43,1+203 42,8+0,80 44,3 + 2,13 44,38 + 2,08
RDW (%) 12,7+0,78 12,3+1,19 12,4+0,36 12,8 £ 0,95 12,58 + 0,64
VPM (fL) 6,74+090 7,16+0,81 7,02+0,97 6,96 + 1,30 6,14 + 1,09
LINFOCITO (%) 79,7+8,47 75,7+8,19 74,1+7,05 68,4 + 6,37 77,28 + 5,06
MONOCITO (%) 824+190 854+124 8,84+1,73 11,0+ 1,85 8,58+ 1,12
GRANULOCITOS (%) 18,9+0,92 21,9+2.2 21,7+21 229+28 18,05 + 2,00
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Valores representam a média + desvio padrdo da média (n = 5/grupo). Nao significativo vsgrupo controle, ANOVA
seguido pelo teste de Tukey. VCM: Volume Corpuscular Médio,HCM: Hemoglobina Corpuscular Média, CHCM:
Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média, RDW:Amplitude da Distribuicdo das Hemacias e VPM: Volume

Plagquetario Médio.
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As Tabelas 9 e 10 mostram os parametros bioquimicos dos animais dos
grupos controle e tratado. Ndo foram observadas diferencas nos niveis de

creatinina, ureia, glicose e proteinas totais.

Porém, houve um aumento nos niveis de AST de 30,3% nos machos
tratados com 100 mg/kg, 33,9% no grupo tratado com 200 mg/Kg e 34,59% nos
machos tratados com 400 mg/kg. Esses animais também apresentaram
elevacao nos niveis de ALT sérico (59,2% no grupo tratado com 100 mg/kg;
46,3% nos animais tratados com EAFCi na dose de 200 mg/kg e 55,68% nos
machos que receberam 400 mg/kg do extrato) quando comparados ao controle.
O grupo de machos que recebeu 400 mg/kg apresentou um elevado nivel

sérico de fostasase alcalina (24,8%).

Nas fémeas, foi encontrado um aumento nos niveis de AST nas doses
de 200 e 400 mg/kg (19,2% e 20,79% respectivamente) e de ALT nas doses de
100 mg/kg (26,7%); 200 mg/Kg (27,4%) e 400 mg/Kg (29,7%).

Os grupos satélites (machos e fémeas) ndo apresentaram diferencas

estatisticas nos niveis das enzimas hepaticas em relacéo ao grupo controle.



Tabela 9: Efeito do extrato aquoso das folhas de Chrysobalanus icaco (EAFCi 100, 200 e 400 mg/kg) administrado por via oral sobre os
parametros bioguimicos camundongos Mus musculus machos tratadas por 28 dias consecutivos.

Parametros Controle 100 mg/Kg 200 mg/Kg 400 mg/Kg Satélite
Glicose (mg/dL) 146,5 + 16,36 158,2+ 15,66 137,5+ 18,88 157,0+ 18,92 139,8 + 12,35
Ureia (mL/dL) 50,17 + 3,18 53,50+ 2,38 50,22 + 2,82 48,72+ 3,95 43,53 + 1,87
Creatinina (mg/dL) 0,32+ 0,02 0,32+ 0,08 0,32+ 0,04 0,34+ 0,08 0,40+ 0,14
Fosfatase Alcalina (U/L) 142,8+ 15,29 161,6+ 16,10 168,7+ 22,13 177,2 £17,5* 150,4 £ 15,78
AST (U/L) 127,2+ 4,29 165,4+ 11,97*** 169,3 £ 9,22**  171,2 £ 12,8*** 119,1 + 26,14
ALT (U/L) 42,83+ 1,83 68,20+ 9,88*** 62,68+ 6,53*** 66,98+ 3,90*** 55+ 12,24
Proteinas Totais 5,1+0,38 4,87 + 0,62 5,1+0,40 4,92 + 0,49 51+0,23

Valores representam a média + desvio padrdo da média (n = 5/grupo). AST: aspartatoaminotransferase, ALT: alanina-aminotransferase.
Estatisticamente diferente do grupo controle (ANOVA seguido por Tukey, *p <0,05)
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Tabela 10: Efeito do extrato aquoso das folhas de Chrysobalanus icaco (EAFCi 100, 200 e 400 mg/kg) administrado por
via oral sobre os parametros bioquimicos camundongos Mus musculus fémeas tratadas por 28 dias consecutivos.

Parametros Controle 100 mg/Kg 200 mg/Kg 400 mg/Kg Satélite
Glicose (mg/dL) 133,6 £ 4,77 138,6 £ 11,72 140,6 £ 9,99 145,0 £ 7,98 135,25 + 9,85
Ureia (mL/dL) 49,60 £+ 2,608 48,75+ 4,717 44,60 = 3,209 47,20 £ 3,701 49,21 + 2,16
Creatinina (mg/dL) 0,30 £ 0,07 0,32+ 0,04 0,32+0,15 0,32 + 0,08 0,36 + 0,05
Fosfatase Alcalina (U/L) 96,6 £ 5,81 102,8 £ 9,44 98 + 6,87 96,2 £+ 8,22 98,5+ 7,50
AST (U/L) 126,5+ 5,78 137,84 + 3,34* 150,8 + 8,87* 152,2 + 7,36* 121,8 + 23,22
ALT (U/L) 40,40 £3,92 51,20 + 3,96*** 51,50 + 3,20*** 52,40 + 2,5*** 43,31 £ 4,08
Proteinas Totais 52+0,21 5,00 + 0,40 4,96 + 0,40 5,22 + 0,19 5,22 + 0,10

Valores representam a média + desvio padrdo da média (n = 5/grupo). AST: aspartatoaminotransferase, ALT:alanina-aminotransferase. Estatisticamente

diferente do grupo controle (ANOVA seguido por Tukey, *p <0,05; **p<0,001)
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A creatinina é o biomarcador mais utilizado para avaliacdo da injuria
renal, € um produto residual da creatina e produzida em uma taxa praticamente
constante no corpo. Ela é livremente filtrada pelos glomérulos e ndo €
reabsorvida nos tubulos renais, além disso, os niveis séricos da creatinina ndo
s&o influenciados pela idade, sexo ou dieta (SODRE, et al., 2007; SA, 2014).

A ureia, principal metabdlito derivado da degradacdo proteica, € 90%
excretada pelos rins, e também utilizada como marcador da funcéo renal.
Entretanto, apesar de ser livremente filtrada pelo glomérulo, 40% desse
produto é reabsorvido pelos tubulos renais, com isso, 0s niveis plasmaticos da

ureia pode subestimar a taxa de filtracdo glomerular (COSTA et al., 2012)

A elevagcdo desses marcadores (ureia e creatinia) no plasma fornece
indicios de sobrecarga renal e insuficiéncia renal aguda (SODRE, et al., 2007).
No presente trabalho, o EAFCI néo foi capaz de causar alteracdes significativas
nos marcadores de lesdo renal, independente do sexo, sugerindo que a

administracdo subaguda do EAFCi ndo provoca toxicidade renal.

Alteracbes nos valores séricos das transaminases (AST e ALT) e da
fosfatase alcalina sdo importantes indicadores de lesées no figado. Varios
processos patoldgicos podem causar perturbacfes hepéticas e com isso elevar
0os niveis dessas enzimas, como por exemplo, mudancas induzidas por
farmacos (SHARON; CENTER, 1995). A aspartato aminotransferase é
encontrada em diversos tecidos como coracdo, musculos, rins, pancreas e
figado,éliberada no sangue quando existe algum dano tecidual. A
aminotransferase de alaninaestd presente no citosol e na mitocéndria dos
hepatdcitos. Quando ocorre um dano hepético, a ALT é logo liberada na
circulacdo sanguinea tornando-a um indicador bastante especifico do estado
do figado. AST e ALT podem fornecer uma avaliacdo quantitativa do grau de
danos sofridos pelos hepatocitos (ALHABORI et al., 2002; MILLER:
GONGCALVES, 1999;). O presente estudo sugere que o uso do EAFCi de forma
subaguda pode causar sobrecarga da funcdo hepética, uma vez que foi
observada um aumento significativo da AST e ALT, em ambos 0s sexos,

sugerindo que o composto pode induzir um efeito hepatotoxico que precisa ser
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melhor investigado. Pode-se inferir que os taninos encontrados no EAFCI estao
relacionados a esse efeito hepatotoxico, uma vez que sugerem gue 0s taninos
apresentam duplo efeito, por um lado, beneficiam a saude devido a seu efeito
guimiopreventivo contra carcinogénese ou atividades antimicrobianas, por outro
lado, estdo envolvidos possivelmente na formacdo de canceres,

hepatotoxicidade ou efeitos antinutricionais (CHUNG et al., 1998).

A toxicidade sistémica de uma substancia também pode se manifestar
por meio de alteracdes na massa relativa dos 6rgaos (PIRES JR et al., 2010). A
analise macroscopica externa dos orgdos nao mostrou alteracbes na cor ou
textura, quando comparados ao grupo controle. A administracédo do EAFCi nao
alterou o peso absoluto e relativo dos 6rgdos dos machos (Tabela 11) e fémeas

(Tabela 12) em relac&o ao grupo controle.
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Tabela 11: Efeito do extrato aquoso das folhas de Chrysobalanus icaco (EAFCi 100, 200 e 400 mg/kg) administrado por via oral
sobre 0 massa absoluta (g) e relativa (%) dos 6rgdos de camundongos Mus musculus machos tratados por 28 dias
consecutivos.

Orgaos Controle 100 mg/Kg 200 mg/Kg 400 mg/Kg Satélite
Figado (g) 248 +0,15 2,18+ 0,17 2,09 +0,28 2,54+0,19 2,30 0,28
Figado (%) 5,64+0,48 5,51+0,61 6,00 + 0,63 6,06 + 0,17 5,89+0,24
Rim (g) 0,26 + 0,06 0,19+0,01 0,25+ 0,04 0,24 + 0,02 0,24+0,03
Rim (%) 0,60+0,15 0,50+0,01 0,64 + 0,06 0,62 +0,08 0,63+0,07
Baco () 0,34+0,07 0,29+0,10 0,30+0,10 0,32+0,09 0,32+0,02
Baco (%) 0,83+0,21 081+037 089+036 0,79+0,17 0,81+0,35

Valores representam a média + desvio padrdo da média (n = 5/grupo). Nao significativo vsgrupo
controle, ANOVA seguido pelo teste de Tukey
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Tabela 12: Efeito do extrato aquoso das folhas de Chrysobalanus icaco (EAFCi 100, 200 e 400 mg/kg) administrado por via
oral sobre massa absoluta (g) e relativa (%) dos 6rgdos de camundongos Mus musculus fémeas tratados por 28 dias
consecutivos.

Orgéaos Controle 100mg/kg 200mg/kg 400mg/kg Satélite

Figado (g) 248+03 23%0,1 2,6+0,3 2,5+0,18  2,4+0,28

Figado (%) 525+051 545+0,06 5,79+059 561+0,74 5,23+0,48
Rim (g) 0,25+0,03 0,24+0,04 0,27+0,04 0,25+0,03 0,20+0,01
Rim (%) 0,55+0,06 0,58+0,09 0,64+£0,06 0,59+0,09 0,60=*0,04
Baco (9) 0,24+0,03 0,27+0,05 0,23+0,03 0,28+0,04 0,23+0,02
Baco (%) 0,56 £+0,09 0,66+0,17 052+0,07 0,64+0,01 0,55+0,06

Valores representam a média + desvio padrdo da média (n = 5/grupo). N&o significativo vs grupo
controle, ANOVA seguido pelo teste de Tukey
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No exame histopatolégico do figado dos animais dos grupos controle
(machos e fémeas) foi encontrada externamente uma delgada capsula
composta de tecido conjuntivo fibroso, um parénquima bem desenvolvido e
com uma malha vascular com veias centro lobulares de varios calibres. Os
hepatocitos apresentaram morfologia poliédrica, nucleo central, nucléolo
proeminente e citoplasma acidofilo. No entanto, nos figados dos animais dos
grupos tratados (machos e fémeas) com extrato aquoso deC. icaco.nas
dosagens de 100, 200 e 400 mg/kg, além do grupo satélite observou-se
congestédo das veias centro lobulares e hepatdcitos com citoplasma vacuolado
(Fig. 15A — 15J fémeas e Fig. 16A — 16J machos).

Os rins dos animais dos grupos controle (machos e fémeas)
apresentaram todos o0s seus componentes estruturais bem definidos,
constituindo-se de capsula fibrosa, regido cortical e medular. Observou-se
capsula de Bowman e espaco capsular bem diferenciado, além de glomérulos
bem desenvolvidos (Fig. 17A e 17B). No entanto, nos rins dos animais dos
grupos tratados (machos e fémeas) com extrato aquoso de C. icaco nas
dosagens de 100, 200 e 400mg/kg, além do grupo satélite foram observados
glomérulos renais com reducéo do espaco subcapsular e congestdo dos vasos
na cortical (Fig. 17C — 17J).
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Figura 15:Fotomicrografia dos figados das fémeas dos grupos experimentais. (A-B) controle;

(C-D) 100mg/kg; (E-F) 200mg/kg; (G-H) 400mg/kg e (I-J) satélite.

V — veia hepética sem congestao; ponta de setas — veia hepatica com congestdo; asterisco — veia

centro lobular com congestdo; seta curta— capilares sinusdides; seta continua — corddes de

hepatdcitos; seta tracejada — hepatdcitos vacuolizados. H.E.
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Figura 16: Fotomicrografia dos figados dos machos dos grupos experimentais. (A-B)
controle; (C-D) 100mg/kg; (E-F) 200mg/kg; (G-H) 400mg/kg e (I-J) satélite.

V — veia hepatica sem congestdo; ponta de setas — veia hepatica com congestéo; asterisco — veia centro
lobular com congestéo; seta curta— capilares sinusoides; seta continua — corddes de hepatdcitos; seta

tracejada — hepatocitos vacuolizados. H.E.
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Os aspectos morfométricos do figado revelaram reducdo do parénquima lobular
e aumento do néo lobular nos animais (machos e fémeas) dos grupos tratados com o
extrato aquoso deC. icaco e no grupo satélite, quando comparados aos dos animais do
grupo controle (Tabelas 13 e 14). Esses achados estdo de acordo com o peffil
bioguimico apresentado pelos animais nesse presente estudo, reforcando a hipotese

de que o uso em doses repetidas do EAFCi pode causar possiveis danos hepaticos.

A analise morfométrica dos rins revelou que houve um aumento no diametro e
volume dos glomérulos nos animais tratados com o extrato aquoso de C. icacoe no
grupo satélite em relacdo ao controle. Nao houve alteracédo significativa no diametro e
volume da cépsula de Bowman (Tabelas 15 e 16). Apesar de ndo cusar alteracdes nos
mkarcadores de lesdo renal, independente do sexo, pode-se sugerir que a
administracdo do EAFCi provoca uma ligeira nefrotoxicidade, devido ao aumento no
diametro e volume glomerular (hiperfiltracdo), deduzindo que o EAFCi provoca

alteracbes na hemodinamica renal dos animais.



Tabela 13. Efeito do extrato aquoso das folhas de Chrysobalanus icaco (EAFCi 100, 200 e 400 mg/kg) administrado por via oral sobreos

percentuais do parénquima lobular e ndo lobular do figado nas fémeas dos grupos experimentais.

Grupos Controle 100mg/kg 200mg/kg 400mg/kg Satélite
Parénquima lobular 89,43+1,072 83,56+ 3,18b 80,44 +2,23b 79,34 +4,91b 78,42 + 5,84b
Parénquima néo lobular 10,57 +£1,60b 16,44 +£2,11a 19,56 + 4,77a 20,66 £ 2,55a 21,58 + 3,66a

Os valores apresentam médiast desvio padrdo. Médias seguidas pela mesma letra nas linhas néo diferem significativamente entre si pelo

teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05).
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Tabela 14. Efeito do extrato aquoso das folhas de Chrysobalanus icaco (EAFCi 100, 200 e 400 mg/kg) administrado por via oral sobre os
percentuais do parénquima lobular e ndo lobular do figado nos machos dos grupos experimentais.

Controle 100mg/kg 200mg/kg 400mg/kg Satélite

Grupos

Parénquima lobular 93,55+ 3,722 82,14 + 2,09b 81,28+ 1,47b 79,88+3,12b 80,71 +5,84b

Parénquima néo lobular 6,45 + 3,03b 17,86 + 1,65a 18,72 + 2,62a 20,88 *+ 3,83a 19,29 + 1,52a

Os valores apresentam médiast desvio padrdo. Médias seguidas pela mesma letra nas linhas nédo diferem significativamente entre si pelo
teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05).



Tabela 15:Efeito do extrato aquoso das folhas de Chrysobalanus icaco (EAFCi 100, 200 e 400 mg/kg) administrado por via oral sobreo
diametro glomerular (DG), volume do glomérulo (VG) e didmetro (DCB) e volume (VCB) da capsula de Bowman dos rins das fémeas dos
grupos experimentais.

Grupos

Controle 100mg/kg 200mg/kg 400mg/kg Satélite

DG (um) 117,27 +8,33b 146,11 +11,88a 141,14 + 10,20a 157,01 £9,54a 155,70 + 10,03a
VG (um?) 127,34 £ 6,61b 147,99 + 7,29a 150,00 * 5,35a 154,72 £+ 6,56a 152,59 + 4,44a
DCB (um) 155,21 +3,87a 158,15+ 4,11a 160,23 + 4,63a 158,45+ 3,99a 157,09 + 3,15a

VCB (um®) 161,56 £ 7,52a 159,31 *+ 6,09a 164,41 + 4,92a 162,75 +£6,25a 158,83 + 7,12a

Os valores apresentam médiast desvio padrdo. Médias seguidas pela mesma letra nas linhas nao diferem significativamente entre si
pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05).
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Tabela 16: Efeito do extrato aguoso das folhas de Chrysobalanus icaco (EAFCi 100, 200 e 400 mg/kg) administrado por via oral sobre do diametro

glomerular (DG), volume do glomérulo (VG) e didmetro (DCB) e volume (VCB) da capsula de Bowman dos rins dos machos dos grupos experimentais.

Grupos
Controle 100mg/kg 200mg/kg 400mg/kg Satélite
DG (um) 120,47 = 10,06b 150,26 + 7,51a 149,37 £ 9,11a 151,78 £ 6,23a 148,70 + 8,03a
VG (um?) 131,72 + 5,236b 152,05+ 7,43a 156,16 +4,33a 154,79+ 8,44a 150,11 + 5,88a
DCB (um) 161,19 + 2,112 163,17 +1,05a 162,49 +2,06a 164,33+ 3,25a 163,09 + 1,15a
VCB (ums) 162,46 + 1,142 164,34 £ 5,12a 165,82 + 4,61a 164,77 + 2,45a 165,39 + 3,18a

Os valores apresentam médias+ desvio padrdo. Médias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem significativamente entre si pelo
teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05).



84

6.4 TOXICIDADE REPRODUTIVA

6.4.1 Exposi¢ao no periodo da embriogénese
v' Toxicidade aguda das progenitoras

Durante a gestacdo, o peso corporal, a ingestdo de alimento e o
consumo energético podem variar de acordo com o estado fisiolégico do
animal. A salde geraldas fémeasno periodo gestacional fornece informacdes
relevantes a cerca dos efeitos toxicosreprodutivos de uma substancia,os
parametros de observacdo direta tal como diarreia, piloerecdo, apatia,
agressividade, bem como a avaliacédo indireta (reducdo no ganho de massa
corpérea e ingestdo de alimento) durante essa fase, pode ser um indicador
importante de toxicidade sistémica (CALLIARI-MARTIN et al. 2001)

A administracao das diferentes doses (100, 200 e 400 mg/kg) do EAFCI
durante o periodo de pré-implantacdo (1° ao 6° dia de prenhes) nao interferiu
na massa corporal das progenitoras (Figura 18A). A ingestdo de agua e racdo

também ndo foi alterada nos grupos testados (Figura 18B e 18C).

Figura 18: Efeito do extrato aquoso das folhas de Chrysobalanus icaco (EAFCi) na massa
corpérea de ratas Wistar (A), consumo de racéo (B) e consumo de agua (C) tratados por via
oral durante o periodo embriogénese (1° ao 6° dia de prenhez).
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Os valores representam as médias + d.p.m. (n= 10/grupo). Nao significativo vsgrupo

controle, ANOVA seguido pelo teste de Tukey
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A toxicidade reprodutiva de uma substancia quimica também pode ser
avaliada através da medida da massa de 6rgdos reprodutivos. Quaisquer
alteracdes na massa absoluta e relativa fornecemevidéncias do potencial

toxicologico da substancia no sistema reprodutor.

A administracdo do EAFCi nas doses de 100 mg/Kg, 200 mg/Kg e 400
mg/Kg, ndo alterou a massa absoluta e relativa dos 6rgaos reprodutivos (Utero
e ovarios) e de outros érgdos como o figado, rins, baco, adrenais, pulméo e
coracdo das progenitoras (Tabela 17).Com base nesses resultados pode-se

sugerir que o EAFCi néo provocou toxicidade materna durante exposicao.
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Tabela 17: Efeito do extrato aquoso das folhas de Chrysobalanus icaco (EAFCi 100, 200 e 400 mg/kg), por via oral sobre o

massa absoluta (g) e relativa (%) dos érgdo de ratas Wistar tratadas durante o periodo da embriogénese (1° ao 6° dia de

prenhez).
Orgaos Controle 100 mg/Kg 200 mg/Kg 400 mg/Kg
Figado (g) 11,22 + 2,07 11,36 + 1,43 11,09 + 0,80 11,96 + 1,82
Figado (%) 4,42 + 0,62 3,67 0,27 3,83+0,28 3,58 +£0,32
Rim (g) 1,54 +0,15 1,47 + 0,22 1,54 +0,21 1,44 + 0,16
Rim (%) 0,54 + 0,05 0,49 £ 0,04 0,49 + 0,06 0,49 + 0,03
Baco (g) 0,82+0,11 0,72 + 0,10 0,79 £ 0,10 0,79 £ 0,09
Baco (%) 0,23+ 0,30 0,22 + 0,03 0,20 + 0,05 0,24 + 0,02
Coracao (g) 0,78 £ 0,08 0,77 £ 0,15 0,77 £ 0,08 0,76 = 0,07
Coracéo (%) 0,28 + 0,04 0,24 + 0,00 0,25 + 0,02 0,26 + 0,01
Pulmdes (g) 1,17 + 0,17 1,38 + 0,15 1,46 + 0,18 1,44 + 0,16
Pulmbes (%) 0,51 + 0,08 0,53 +0,22 0,49 + 0,03 0,46 + 0,05
Adrenais (g) 0,08 + 0,00 0,07 £ 0,01 0,07 £ 0,00 0,07 + 0,00
Adrenais (%) 0,03 + 0,00 0,02 + 0,00 0,02 + 0,00 0,02 + 0,00
Ovarios (g) 0,08 + 0,00 0,07 £ 0,01 0,07 £ 0,00 0,07 + 0,00
Ovérios (%) 0,04 + 0,01 0,03 + 0,00 0,03 +0,01 0,03 + 0,00
Utero (g) 0,94 + 0,15 0,94 + 0,12 0,95 + 0,08 0,91+ 0,14
Utero (%) 0,46 + 0,02 0,46 + 0,01 0,47 + 0,03 0,45+ 0,01

Valores representam a média + desvio padrdo da média (n = 10/grupo). Nao significativo vs grupo controle, ANOVA
seguido pelo teste de Tukey.
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v/ Parametros reprodutivos das progenitoras
Vérios xenobidticos podem atuar durante o periodo da gestacdo e
provocar perdas pré- e pos-implantagdo, retardo no desenvolvimento,
malformacées e até morte fetal. E durante o processo de implantacédo que o
embrido estabelece uma intima relacdo com o endométrio materno e a
gestacdo € estabelecida. Uma caracteristica peculiar dessa fase é o
desenvolvimento do embrido para estagio de blastocisto, onde as células

indiferenciadas encontram-se em bastante divisdo mitotica (GOPINATH, 2013).

Nos mamiferos, o sucesso da gestacdo depende da manutencdo dos
niveis de progesterona e estrogeno. O corpo liteo constitui-se a fonte primaria
desses horménios, eles sdo bastante importantes no processo de preparacéo
da mucosa uterina para receber o embrido (SADLER, 2010). No presente
estudo; o EAFCi ndo alterou o nimero de corpos liteos das progenitoras em
relacdo o controle (Figura 19A). Consequentemente, ndo houve diferenca
nonamero de sitio de implantacdo das ratas do grupo experimental em

comparacao ao grupo controle (Figura 19B).

De acordo com Almeida (2000), a taxa de perda de pré-implantacéo € o
principal parametro avaliado no periodo da embriogénese, pois ela estabelece
a correlacdo entre o numero de ovdcitos liberados e aqueles que, apos
fecundados, conseguiram implantar no utero (ALMEIDA; LEMONICA, 2000,
CHANG et al., 2002).

N&o foram observadas perdas pré-implante entre as progenitoras dos
grupos tratados com EAFCi. Os calculos das perdas embrionarias (n° de
corpos luteos — n° de implantagcBes) revelaram a auséncia de efeitos toxicos
reprodutivos do EAFCI, sugerindo uma capacidade normal de desenvolvimento

dos blastocistos implantados.



Tabela 19: Efeito do extrato aquoso das folhas de Chrysobalanus icaco (EAFCi
100, 200 e 400 mg/kg), por via oral sobre o nimero de sitio de implantacdes de
ratas Wistar tratadas durante o periodo da embriogénese (1° ao 6° dia de
prenhez).
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Dados apresentados com média = d.p.m (n=10/ grupo). N&o significativo vsgrupo

controle, ANOVA seguido pelo teste de Tukey
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v Histopatologia do sitio de implantacéo
Histologicamente os sitios de implantacdo em todos o0s grupos
experimentais apresentaram-se bem preservados, totalmente inseridos na
parede do utero, bastante desenvolvidos (Fig. 20A - 20G). Foi possivel
evidenciar ainda citotrofoblastos e varios trofoblastos em mitose (Fig. 20B -
20H).
Figura 20: Fotomicrografia da parte do Utero de ratas mostrando os sitios de implantacao dos

animais dos grupos experimentais. (A-B) controle; (C-D) 100mg/kg; (E-F) 200 mg/kg e (G-H)
400mg/kg.

Seta longa: Citotrofoblasto; Ponta de seta: Trofoblasto em mitose. H-E.
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6.4.2 Exposi¢éo no periodo de organogénese

v' Toxicidade aguda das progenitoras

Os resultados obtidos mostram que o tratamento com o EAFCi néao
interferiu na massa corpérea (Figura 21A), no consumo de racédo (Figura 21B) e
no consumo de agua (Figura 21C) das progenitoras. Também nao foram
observados sinais clinicos de toxicidade como piloerecéo, diarreia, salivacao,

sangramento e morte, assim como no periodo de pré-implantacao.

Figura 21: Efeito do extrato aquoso das folhas de Chrysobalanus icaco (EAFCi) na massa
corpérea de ratas Wistar (A), consumo de racdo (B) e consumo de agua (C) tratados por via
oral durante o periodo organogénese (6° ao 15° dia de prenhez).
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Os valores representam as médias + d.p.m. (n= 10/grupo). Nao significativo vsgrupo controle,
ANOVA seguido pelo teste de Tukey

A massa absoluta e relativa dos orgdos (figado, rins, baco, pulmdo,
coracao e ovarios) das progenitoras exposta ao EACi durante o periodo da
organogénese, nado diferiram do grupo controle (Tabela 18), nenhum sinal
macroscopico (textura e cor) de toxicidade foi observados nos grupos
estudados.

Diante do exposto, pode-se sugerir que a administracdo do EAFCi nas
doses de 100, 200 e 400 mg/Kg em ratas prenhes durante o periodo da
organogénese, ndo provoca nenhum efeito toxico sistémico sobre a fisiologia

materna (consumo de 4gua, racdo e massa corporal).



Tabela 18: Efeito do extrato aquoso das folhas de Chrysobalanus icaco (EAFCi 100, 200 e 400 mg/Kg), por via oral sobre amassa

absoluta (g) e relativa (%) dos 6rgdo de ratas Wistar tratados durante o periodo da embriogénese (6° ao 15° dia de prenhes).

Orgéaos Controle 100 mg/Kg 200 mg/Kg 400 mg/Kg
Figado (g) 12,98 + 1,37 11,17 + 0,77 12,36 + 0,94 11,06 + 1,26
Figado (%) 4,42 + 0,62 3,67 + 0,27 3,83+0,28 3,58 + 0,32
Rim (g) 1,60+0,19 1,51+0,14 1,58 + 0,10 1,33+0,52
Rim (%) 0,54 + 0,05 0,49 + 0,04 0,49 + 0,06 0,49 + 0,03
Baco (g) 0,70 + 0,09 0,68 + 0,12 0,65 + 0,24 0,76 £ 0,10
Baco (%) 0,23 +0,30 0,22 + 0,03 0,20 + 0,05 0,24 + 0,02
Coracao (g) 0,84 + 0,18 0,74 + 0,03 0,83 + 0,08 0,80 + 0,06
Coracéao (%) 0,28 + 0,04 0,24 + 0,00 0,25 + 0,02 0,26 + 0,01
Pulmbes (g) 1,53+ 0,27 1,62 £ 0,22 1,61 +00,10 1,22 + 0,54
Pulmdes (%) 0,51 + 0,08 0,53 +0,22 0,49 + 0,03 0,46 + 0,05
Adrenais (9) 0,09 + 0,01 0,09 + 0,00 0,08 + 0,00 0,08 + 0,00
Adrenais (%) 0,03 + 0,00 0,02 + 0,00 0,02 + 0,00 0,02 + 0,00

Valores representam a média = desvio padrdo da média (n = 10/grupo). N&o significativo vs grupo controle, ANOVA
seguido pelo teste de Tukey
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v' Parametros reprodutivos
Apoés a laparotomia, no 21° dia de gestacao, foi avaliado o niumero de
fetos vivos e mortos, numero de implantacdes, taxa de perdas pos-implantacao,
namero de reabsorgbes prévias e tardias, nimero de corpos IlUteos e massa

absoluta e relativa dos ovarios.

Niveis inadequados de horménios maternos, principalmente da
progesterona, acarretam em prejuizos no desenvolvimento embrionario.
Amassa dos ovarios e o numero de corpos luteos sdo medidas indiretas da

viabilidade hormonal de progesterona materna.

Outras medidas que se relacionam de forma direta com o periodo da
organogénese sao a taxa de perdas pds- implantacdo e a reabsorcdo prévia e
tardia (GOPINATH, 2013). No presente estudo, foi observado que o tratamento
nas diferentes doses testadas nao afetou o0s parametros gestacionais
analisados em comparacédo as ratas que receberam agua (Tabela 19). Dessa
forma, os dados apontam que o EAFCi ndo apresenta efeitos toxicos sobre o

organismo embriofetal.



Tabela 19: Efeito do extrato aquoso das folhas de Chrysobalanus icaco (EAFCi 100, 200 e 400 mg/Kg), por via oral sobre os parametros

reprodutivos de ratas Wistar tratadas durante o periodo da organogénese (6° ao 15° dia de prenhes).

Parametros Reprodutivos Controle 100 mg/Kg 200 mg/Kg 400 mg/Kg
Ratas prenhes 10 10 9 10
Numero de fetos vivos 10,6 +0,89 10,8+1,23 10,66+0,57 10,0+1,00
Numero de fetos mortos 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00=0,00
Numeros de Implantactes 96+£054 106+1,14 10,7+1,25 9,1+1,16
Numeros de corpos luteos 96+£054 106+1,14 10,7%+1,25 9,1+1,16
Numero de reabsorcdes prévias 0,25+0,46 0,14+0,34 0,14+0,34 0,14+0,34
Numero de reabsorc¢des tardias 0,00+£0,00 0,00+£0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
Massa Absoluta dos ovarios (g) 0,14 +£0,02 0,15+0,02 0,13+0,01 0,15+ 0,03
Massa Relativa dos ovarios (%) 0,06+0,01 0,05+0,00 0,04+0,00 0,05+0,01
Taxa de perdas pos-implantacao 0,00+£0,00 0,00+£0,00 0,00+0,00 0,00+0,00

Valores representam a média + desvio padrao da média (n = 10/grupo). N&o significativo vsgrupo controle,
ANOVA seguido pelo teste de Tukey para nimero de fetos vivos e mortos e massa dos ovarios e Kruskal-Wallis

para namero de implantacdes e reabsorcdes e taxas de perdas pés-implantagao.
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v" Embriofetoxicidade

Durante o desenvolvimento (periodo entre a concepcdo e 0 nascimento),
varios fatores podem provocar toxicidade fetal, como agentes quimicos, fisicos
e ambientais (BARROS; DAVINO, 2008). A oferta adequada de nutriente
através da placenta estd diretamente ligada ao desenvolvimento fetal no
ambiente uterino, pois a diminuicdo no tamanho placentario promove uma
maior incidéncia de sofrimento fetal (DUARTE et al., 2014). Sendo assim, a
massa fetal, massa placentaria e o indice placentario (peso de feto produzido
por peso de placenta) sdo parametros importantes na avaliacdo da
embriofetotoxicidade. No presente estudo, foi observado que a massa corporal
dos fetos, massa placentaria e o indice placentario ndo foram afetados pela
administragao do EAFCi (Tabela 20).

A razao sexual (razdo entre a quantidade de machos e fémeas na mesma
ninhada) é outro parametro que pode ser utilizado para avaliar a
embriofetotoxicidade (OECD, 2015). Apesar de o processo de diferenciacéo
gonadal comecar no 13° dia apoés a fertilizacdo, o desenvolvimento da genitalia
externa s6 ocorre por volta do 18° dia (MAGRE; VIGIER, 2001). A exposicéo a
agentes toxicos durante a organogénese pode retardar o desenvolvimento e/ou
a diferenciacao sexual dos animais. No presente estudo, ndo ocorreu diferenca

na razao sexual das proles de ratas submetidas ao EAFCi (Figura 22)

Figura 22: Efeito do extrato aquoso das folhas de Chrysobalanus icaco (EAFCi 100, 200 e
400 mg/kg), por via oral sobre a razéo sexual de ratas Wistar tratadas durante o periodo da
organogénese (6° ao 15° dia de prenhes).
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Os valores representam as médias + d.p.m. (n = 10/grupo).Ndo significativo vsgrupo
controle, ANOVA seguido pelo teste de Tukey



Tabela 20: Efeito do extrato aquoso das folhas de Chrysobalanus icaco (EAFCi 100, 200 e 400 mg/kg), por via oral sobre os parametros

reprodutivos de ratas Wistar tratadas durante o periodo da organogénese (6° ao 15° dia de prenhez).

Embriofetotoxicidade Controle 100 mg/kg 200 mg/kg 400 mg/kg
Massa Corporea dos machos (g) 5,21+0,49 5,61 +0,29 5,66 = 0,36 5,56 £ 0,31
Massa Corporea das fémeas (g) 5,15+0,35 5,20+0,38 5,44 £ 0,54 527 +0,21
Massa das placentas 501+£0,72 5,03+0,91 521+0,74 4,88 £ 0,76
indice placentario 1,20+£0,30 1,10%0,20 1,08 + 0,26 1,17 +£0,21

Os valores representam as médias + d.p.m. (n = 10/grupo). N&o significativo vs grupo controle, ANOVA seguido

pelo teste de Tukey
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v Histopatologia da placenta

O disco placentario em todos 0s grupos experimentais apresentou-se bem
desenvolvido contendo as camadas do labirinto, trofospongio e células
trofoblasticas gigantes bem caracteristicas. Na camada do labirinto, regido
mais externa e a mais espessa, caracterizada pela presenca de numerosas
lacunas contendo vasos maternos e fetais. Na camada do trofospdngio
observaram-se trofoblastos indiferenciados. A Ultima camada é formada pelas
células trofoblasticas gigantes, as quais se misturam com a decidua (Fig. 23A -
23D).

Figura 23: Fotomicrografia das placentas dos animais dos grupos experimentais. (A) controle; (B)
100mg/kg; (D) 200 mg/kg e (G-H) 400mg/kg

ctg: Citotrofoblasto; T: Trofoblasto. H-E.
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v" Andlise morfométrica placentaria

A analise morfométrica revelou que apenas nos animais que receberam a
dosagem de 400mg/kg do extrato aquoso de C. icaco as placentas
apresentaram reducao significativa da area total do disco placentario e de suas
camadas. Sem, no entanto, diferirem em relacdo a quantificacdo dos seus
constituintes (Tabelas 21,22, 23 e 24). Essa reducdo pode esta relacionada
com a atividade antiangiogénica observada no EAFCi, um vez que a
angiogénese é necessaria para encaminhar nutrientes e oxigénio para 0s
tecidos, com isso o efeito antiangiogénico do extrato pode ter ocasionado falta

de nutricdo e consequentimente atrofia placentaria.

Tabela 21: Efeito do extrato aquoso das folhas de Chrysobalanus icaco (EAFCi 100, 200 e 400
mg/kg), por via oral sobre as medidas das areas (um?) total do disco placentario dos

animais dos grupos experimentais.

Grupos
Controle 100mg/kg 200mg/kg 400mg/kg
309,32 +17,39a 299,54 + 12,872 306,26 + 10,68a 254,21 + 14,58b

Os valores apresentam médiast desvio padrao. Médias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05).
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Tabela 22: Efeito do extrato aquoso das folhas de Chrysobalanus icaco (EAFCi 100, 200 e 400

mg/kg), por via oral sobre asmedidas das areas (um®) das camadas do disco placentario

dos animais dos grupos experimentais.

Grupos
Camadas Controle 100mg/kg 200mg/kg 400mg/kg
Labirinto 133,50 + 7,142 130,77 £5,98a 129,32+8,69a 101,73 +5,12b
Trofospongio 91,09 +4,452 89,37+3,05a 90,82+515a 68,19 +6,76b
Células Trofoblasticas 23,15+1,172 22,60 £+ 2,10a 22,16 + 2,84a 18,93 £ 1,00b
Gigantes

Os valores apresentam médias+ desvio padrdo. Médias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05).

Tabela 23: Efeito do extrato aquoso das folhas de Chrysobalanus icaco (EAFCi 100, 200 e 400

mg/kg), por via oral sobre acontagem dos elementos da regido do labirinto do disco

placentario dos animais dos grupos experimentais.

Grupos
Camadas Controle 100mg/kg 200mg/kg 400mg/kg
Trofoblasto sincicial 16,20+4,92a 14,53 £ 5,34a 12,47 £ 6,61a 11,06 £ 3,31a
Parede dos vasos fetal 21,1+5,30a 19,45 + 1,69a 20,12 + 3,14a 18,23 +5,81a
Lumen dos vasos fetal 46,3+13,26a 42,22+11,87a 39,68+ 12,0la 48,26 + 3,16a
Vaso materno 16,6+7,89a 15,43 £9,17a 1498 £ 7,77a 17,36 £ 6,95a

Os valores apresentam médias+ desvio padrdo. Médias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05).
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Tabela 24: Efeito do extrato aquoso das folhas de Chrysobalanus icaco (EAFCi 100, 200 e 400

mg/kg), por via oral sobre acontagem dos elementos da regido do trofospongio do disco

placentério dos animais dos grupos experimentais.

Grupos
Camadas Controle 100mg/kg 200mg/kg 400mg/kg
Vascularizagdo materna 14,43 £3,65a 13,98 + 2,02a 11,54 + 3,21a 15,39 £ 2,76a
Céls. trofoblasticas 8,11 +1,03a 9,44 +1,72a 7,48 + 2,90a 8,31 +2,12a
indiferenciadas
Células intermediarias 5,30 £1,20a 3,18 £1,57a 4,47 + 2,65a 4,07 + 3,83a

Células trofoblasticas 162+019a 113+014a  099+195a  1,01+0,75a
gigantes

Células sinciciais 052+0,06a 049 +0,17a 0,50+ 0,11a 0,50 + 0,13a

Mesenquima 7534+933a 70,69+6,66a  73,71+449a 71,03 +4,80a

Os valores apresentam médiast desvio padrdo. Médias seguidas pela mesma letra nas linhas nao diferem
significativamente entre si pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05).
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v' Teratogenicidade
Durante o periodo gestacional, a exposicdo materna a agentes toxicos
pode afetar a funcdo placentéria e/ou promover alteracdes no desenvolvimento
fetal, ocasionando anomalias e malformagdées do concepto (MOORE;
PERSAUD, 2008). A administracdo do EAFCi ndo causou malformacdes e

anomalias (externa e interna) nos filhotes analisados (Tabela 25).



Tabela 25: Efeito do extrato aquoso das folhas de Chrysobalanus icaco (EAFCi 100, 200 e 400 mg/Kg), por via oral sobre as malformacoes e
anomalias externas e internas (esquelética e visceral) da prole de ratas Wistar prenhes tratadas durante o periodo de organogénese (6°

ao 15° dia).

Controle 100 mg/kg 200 mg/kg 400 mg/kg
Malformacdes externas Ninhadas afetadas 0/10 0/10 0/10 0/10
Fetos Afetados 0/113 0/103 0/100 0/95
Anomalias externas Ninhadas afetadas 0/10 0/10 0/10 0/10
Fetos afetados 0/113 0/103 0/100 0/95
AlteracBes esqueléticas Ninhadas afetadas 2/10 3/10 3/10 2/10
Fetos Afetados 4/56 5/53 4/50 4/46
Anomalias esqueléticas Ninhadasafetadas 0/10 0/10 0/10 0/10
Fetos Afetados 0/113 0/103 0/100 0/102
Anomalias viscerais Ninhadas afetadas 0/10 0/10 0/10 0/10
Fetos Afetados 0/113 0/103 0/100 0/102
Alteracdes viscerais Ninhadas afetadas 0/10 0/10 0/10 0/10
Fetos Afetados 0/55 0/50 0/50 0/45

Os valores representam as médias + d.p.m. (n = 10/grupo). N&o significativo vs grupo controle, ANOVA seguido pelo teste de Kruskal-Wallis.
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Na andlise diferencial das anomalias e malformacdes esqueléticas, foi
possivel evidenciar algumas alteracdes como: agenesia das falanges proximais
posterioresnos grupos que receberam 100 e 400 mg/kg do EAFCi (Figura 24)
esternébrio em borboleta de fetos cujas maes foram tratadas com 100 mg/Kg
(Figura 25), agenesia de vértebras caudais em todos os grupos tratados
(Figura 26), costelas onduladas (Figura 27).Embora diagnosticadas, essas
alteracdes nado apresentaram diferencas estatistica em relacdo ao grupo

controle (tabela 26).

Figura 24: Feto do grupo controle com falanges normais (A). Feto do grupo EAFCi com
agenesia de falanges posteriores (B).

Figura 25: Feto do grupo controle com esternébrio normal (A). Feto do grupo EAFCi com
esternébrio em borboleta (B).
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Figura 26: Feto do grupo controle com as vertebras caudais normais (A). Feto do grupo EAFCIi
com agenesia de vértebras caudais (B).

Figura 27: Feto do grupo controle com costelas normais (A). Feto do grupo EAFCi com costelas
onduladas (B).
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Tabela 26: Efeito do extrato aquoso das folhas de Chrysobalanus icaco (EAFCi 100, 200 e 400 mg/kg), por via oral sobre as
alteracOes esquelétricas da prole de ratas Wistar prenhes tratadas durante o periodo de organogénese (6° ao 15° dia).

AlteragBesesqueléticas Controle 100 mg/kg 200 mg/kg 400 mg/kg
Agenesia de FalangesPosteriores 2/56 2/53 1/50 2/46
Agenesia do Esternébrio 0/56 0/53 0/50 0/46
Agenesia de VértebrasCaudais 2/56 3/53 2/50 2/46
Fontanela aumentada 0/56 0/53 0/50 0/46
Costelas Onduladas 0/56 0/53 1/50 0/46

Os valores representam meédia + d.p.m (n=10/grupo). Nao significativo vs grupo controle, ANOVA seguido
pelo teste de Kruskal-Wallis.
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A toxicidade materna pode interferir diretamente no peso fetal, entretanto

esse parametro ndo € o mais indicado em estudos de desenvolvimento fetal,

uma vez que ele pode variar dependendo do tamanho da ninhada. Por esse

motivo, foi realizada a quantificacdo dos pontos de ossificacao fetal, pois esta
intimamente ligado a taxa de crescimento fetal( CARNEY; KIMMEL, 2007). Os

valores encontrados para os pontos de ossificacdo dos fetos de ratas tratadas

com EAFCi nao foram diferentes dos animais controle e estavam dentro dos

valores de referéncia para a espécie, corroborando com a ndo alteragdo no

crescimento fetal (Tabela 27).

Tabela 27: Efeito do extrato aquoso das folhas de Chrysobalanus icaco (EAFCi 100, 200 e 400 mg/kg),
por via oral sobre 0S pontos de ossificacdo da prole de ratas Wistar prenhes tratadas durante o

periodo de organogénese (6° ao 15° dia).

Controle 100 mg/kg 200 mg/kg 400 mg/kg

Esternébrio 6,00+ 0,00 6,00 £ 0,00 6,00+ 0,00 6,00+0,00
FalangesPosteriores 4,00+ 0,00 4,00+ 0,00 4,00+ 0,00 4,00+ 0,00
FalangesAnteriores 4,00+ 0,00 4,00£ 0,00 4,00+£0,00 4,00+ 0,00
Metacarpo 4,00+ 0,00 4,00+ 0,00 4,00+ 0,00 4,00+ 0,00
Metatarso 5,00+ 0,00 5,00£0,00 5,00+0,00 5,00+ 0,00
VértebrasCaudais 3,21+ 0,02 3,58+ 0,10 3,25+ 0,19 3,55+ 0,58
VértebrasCervicais 5,00+ 0,00 5,00+ 0,00 5,00+ 0,00 5,00+ 0,00
Total 31,21+0,02 31,58+0,10 31,25+0,19 31,55+0,58

Os valores representam média = d.p.m (n=10/grupo). N&o significativo vs grupo controle, ANOVA
seguido pelo teste de Kruskal-Wallis.

Foram realizados cortes/microdissecacéo em 57 fetos do grupo controle, 50

fetos do grupo 100 mg/kg, 50 fetos do grupo 200 mg/kg e 49 fetos do grupo

400 mg/kg para andlise visceral. Os resultados mostraram que o tratamento do

EAFCi nas doses de 100, 200 e 400 mg/kg durante o periodo da organogénese

nao provoca alteracdes viscerais quando comparados ao grupo controle.
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7 CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que a administracdo oral do extrato aquoso de
Chrysobalanus icaco nas doses de 100, 200 e 400 mg/kg, provoca uma
discreta toxicidade sistémica quando administrados durante 28 dias
consecutivos, como reducao da massa corporea e consumo de racdo, além de
alteracdes hepatica e renais. Entretanto, o mesmo extrato ndo induziu
quaisquer alteracdes quando administrados em dose Unica de 2.000 mg/kg

N&o foram encontradas alteracfes estatisticamente diferentes na toxicidade
materna e desempenho reprodutivo, sugerindo que nas condigdes
experimentais utilizadas nesse estudo o extrato ndo provoca toxicidade

reprodutiva.

Dessa forma, sugere-se a continuacdo de estudos relacionados a
seguranca do extrato do Chrysobalanus icaco, utilizando outras doses e outras

espécies de animais.
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