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RESUMO

Piptadenia stipulacea ocorre no Nordeste brasileiro, especialmente na Caatinga
e € popularmente conhecida como jurema branca. E usada popularmente por sua
atividade anti-inflamatoéria, analgésica, regenerador de células, antitérmico e
adstringente peitoral. De acordo com a literatura esta espécie ndo possui estudos
anteriores entdo, buscando elucidar seu potencial biolégico e também dar base
cientifica a sua utilizacéo, este estudo foi desenvolvido investigando-se a presenca de
compostos quimicos majoritarios no extrato etanolico das folhas de jurema branca e
seus efeitos toxicoldgicos. Foi realizada a cromatografia em camada delgada (CCD)
do extrato etanodlico das folhas de Piptadenia stipulacea para a identificacdo de seus
constituintes quimicos e como estudos toxicolégicos foram realizados a verificacdo da
atividade hemolitica com eritrocitos de carneiro, a genotoxicidade e mutagenicidade
frente a Allium cepa e a determinacao da concentragao letal média (CLso) no ensaio
com Artemia salina Leach., foi realizado também o0 ensaio de toxicidade aguda
segundo o protocolo preconizado pela Organization for Economic Cooperation ad
Development (OECD, 423). Foram utilizados camundongos albinos Swiss fémeas
neste ensaio e apdés a administracdo oral do extrato foram observados parametros
comportamentais, consumo de agua e racdo e ap6s a eutanasia dos animais foram
analisados os parametros hematoldgicos, bioquimicos e histomorfolégicos renal e
hepatico. Os metabolitos secundarios majoritarios encontrados foram: taninos,
saponinas, cumarinas, flavonoides e terpenos (em menor expressividade). Diante da
avaliacao toxicoldgica, a atividade hemolitica frente a eritrocitos de carneiro revelou
auséncia de toxicidade, apresentando percentual de hemdlise inferior a 20%. Nao foi
constatada genotoxicidade diante do ensaio com Allium cepa, assim como nao houve
diferenca significativa no indice mitético dos meristemas submetidos as diferentes
concentracdes testadas do extrato etandlico em comparacdo com o grupo controle. O
extrato estudado exibiu toxicidade moderada frente ao ensaio com Artemia salina
Leach. O extrato etanolico das folhas de Piptadenia stipulaceae n&do provocou
alteracbes comportamentais persistentes nem morte dos animais apos sua
administracdo oral, apenas observou-se reducdo no consumo de agua pelo grupo
tratado com o extrato em relacdo ao grupo controle. Para os parametros bioquimicos
analisados houve apenas um aumento na concentracdo sérica de uréia nos

camundongos tratados com o extrato (57,4+7,33) em relagcdo ao grupo controle



(49,4+9,73). De acordo com os resultados obtidos, podemos concluir que o extrato
estudado possui baixa toxicidade diante dos ensaios realizados, porém sugere-se 0

prosseguimento com estudos de atividades biol6gicas mais especificas.

Palavras-chave: Piptadenia stipulacea. Jurema branca. Metabdlitos secundarios.

Toxicidade.



ABSTRACT

Piptadenia stipulacea occurs in northeastern Brazil, especially in the Caatinga
and is popularly known as white Jurema. It is popularly used for its anti-inflammatory
activity, analgesic, cell regenerating, antithermal and pectoral astringent. According to
the literature this species does not have previous studies, so seeking to elucidate its
biological potential and also give scientific basis its use, this study was developed
investigating the presence of major chemical compounds in Ethanolic extract of the
leaves of white jurema and its toxicological effects. The thin layer chromatography
(CCD) of the ethanolic extract of the leaves of Piptadenia Stipulacea was performed
for the identification of its chemical constituents and as toxicological studies were
performed the verification of the hemolytic activity with Mutton erythrocytes,
genotoxicity and mutagenicity against Allium Cepa and determination of the mean
lethal concentration (LC50) in the assay with Artemia Salina Leach., the acute toxicity
test was also performed according to the Protocol recommended by the Organization
for Economic Cooperation ad Development (OECD, 423). Female Swiss albino mice
were used in this assay and after oral administration of the extract were observed
behavioral parameters, water and feed intake and after the euthanasia of the animals
were analyzed the hematological parameters, biochemical and Renal and hepatic
histomorphologic findings. The majority of the secondary metabolites found were:
tannins, saponins, coumarins, flavonoids and terpenes (less expressiveness). In view
of the toxicological evaluation, the hemolytic activity in relation to sheep erythrocytes
revealed absence of toxicity, presenting a percentage of hemolysis lower than 20%.
No genotoxicity was observed before the Allium cepa assay, as there was no
significant difference in the mitotic index of the meristems subjected to the different
concentrations tested by the ethanolic extract compared to the control group. The
studied extract exhibited moderate toxicity compared to the assay with Artemia Salina
Leach. The ethanolic extract of the leaves of Piptadenia Stipulacea did not provoke
persistent behavioral alterations nor death of the animals after oral administration, only
a reduction in water consumption was observed by the group treated with the extract
in relation to the group Control. For the biochemical parameters analyzed, there was
only one increase in the serum urea concentration in the mice treated with the extract
(57.4 £ 7,33) in relation to the control group (49,4 £ 9,73). According to the results
obtained, we can conclude that the extract studied has low toxicity in relation to the



tests performed, but it is suggested to continue with studies of more specific biological

activities.

Keywords: Piptadenia stipulacea. White jurema. Secondary metabolites. Toxicity.
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1 INTRODUCAO

E de longo tempo que se conhece o potencial curativo das plantas, e ent&o
estas se tornaram objeto de estudo cientifico no que concerne as suas variadas
propriedades medicinais. E estimado que das 250 a 500.000 espécies de plantas
superiores existentes no planeta, apenas 1% tém sido estudadas pelo seu potencial
farmacolégico (MELENDEZ E CAPRILES, 2006). As plantas sdo capazes de produzir
grandes quantidades de diferentes substancias téxicas, visando sua defesa contra
virus, bactérias, fungos e animais predadores. Muitas dessas substancias séo
responsaveis pelas suas propriedades medicinais e aromaticas que sao utilizadas na
medicina popular e despertam interesse cientifico pelas suas atividades biologicas.

As plantas medicinais tém sido utilizadas pelo homem desde o inicio da historia,
e sdo utilizadas, atualmente, como recursos para a medicina alternativa por grande
parte da populacdo mundial (CARNEIRO, 2014). O uso dessas ervas é feito na
maioria das vezes por adultos e idosos que buscam complementar o tratamento de
uma doenca cronica e geralmente acreditam que as plantas medicinais sdo uma
alternativa isenta de efeitos adversos (BRASIL, 2006).

Segundo a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) sao
consideradas plantas medicinais aquelas que possuam substancias, ou classes de
substancias, responsaveis pela acao terapéutica (BRASIL, 2010). De acordo com a
Organizacdo Mundial de Saude 80% da populacao mundial faz uso de algum tipo de
erva medicinal (BRASIL, 2016).

A fitoterapia € uma forma de terapéutica caracterizada pelo uso de plantas
medicinais, e suas formas farmacéuticas, sem a utilizacdo de substancias ativas
isoladas (BRASIL, 2006).

O Brasil é o pais que detém a maior biodiversidade do planeta, em torno de
15% a 20%, do total mundial. Nesse sentido, nota-se que as plantas sdo matéria-
prima para a producdo de medicamentos e fitoterapicos (BRASIL, 2006). Para
Carreiro et al (2018) produtos naturais tém sido importantes para a descoberta e
desenvolvimento de novos farmacos.

Historicamente, produtos naturais tém desempenhado papel importante nos
processos de descoberta e desenvolvimento de medicamentos, incluindo um papel

fundamental na pesquisa farmacologica (NEWMAN e CRAGG, 2012). Desta forma, é
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notorio que os derivados de plantas sdo de importancia cientifica, por contribuirem
para muitos avan¢os na ciéncia e na industria farmacéutica.

O g¢género Piptadenia Benth.faz parte de um dos maiores grupos de
leguminosas reconhecido como a subfamilia Mimosoideae (LEWIS e ELIAS, 1981).
Piptadenia stipulacea pertence a essa subfamilia, sendo uma espécie arborea de
pequeno porte, nativa da Caatinga, amplamente distribuida na regido Nordeste do
Brasil com grande interesse comercial, econdmico e ambiental para a regido pelas
suas caracteristicas de uso multiplo (MAIA, 2004).

Segundo Pereira et al. (2001), o comportamento de P. stipulacea reflete
nitidamente os efeitos das perturbacbes a que uma vegetacdo foi submetida,
mostrando-se bastante tolerante a elevados niveis de perturbagéo.

A espécie é conhecida popularmente por jurema branca (FABRICANTE;
ANDRADE, 2007) e carcara (FLORENTINO; ARAUJO; ALBUQUERQUE, 2007),
sendo utilizada em marcenaria, construcao civil, producao de estacas, lenha, carvao
e na medicina caseira, em tratamentos de queimaduras e problemas de pele. A
espécie possui potencial antimicrobiano, analgésico, regenerador de células,
antitérmico e adstringente peitoral (MAIA, 2004). Suas sementes possuem teores altos
de alcalbides e por isso sdo importantes em projetos fitoquimicos e farmacoldgicos
(FISH et al., 1955; HOFMAN, 1959). E bastante utilizada como alimento por ovinos,
caprinos e bovinos principalmente na estacdo seca quando ndo ha pastagens para
sua alimentacéo (BEZERRA, 2008).

Em parceria com a farmacologia, foi comprovado o potencial desta espécie,
através dos estudos que apresentou atividade anti-inflamatdria e antinociceptiva
(QUEIROZ et al., 2010), além do efeito espasmolitico ndo seletivo em cobaias
(MACEDO et al., 2011).

No entanto, plantas utilizadas como medicamentos sdo xenobidticos, e como
todo corpo estranho, os produtos de sua biotransformacao séo potencialmente toxicos
até que se prove o contrario (LAPA et al., 2002). Diante desse fato, este trabalho teve
como objetivo a investigacdo fitoquimica e a avaliacdo toxicologica do extrato
etandlico bruto das folhas de P. stipulacea. Levando-se em consideracdo 0 uso
medicinal de uma espécie, com seguranca, se faz necessario que a mesma seja
estudada sob ponto de vista quimico, farmacologico e toxicologico (RITTER et al.,
2002).
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Realizar estudo fitoquimico do extrato etandlico das folhas de P. stipulacea e

investigar a sua toxicidade.

1.1.2 Objetivos Especificos

o Investigar a presencga de metabdlitos secundarios majoritarios no extrato

etandlico das folhas de P. stipulacea,;

o Avaliar a Fragilidade Osmdtica do extrato etandlico das folhas de P.
stipulacea;

. Avaliar o efeito do extrato etandlico das folhas de P. stipulacea frente
Allium cepa,;

. Avaliar a toxicidade do extrato etandlico das folhas de P. stipulacea

frente a Artemia salina;

. Estudar os efeitos da toxicidade aguda do extrato etandlico das folhas

de P. stipulacea em camundongos.



20

2 REVISAO DA LITERATURA

CONSIDERACOES GERAIS SOBRE Piptadenia stipulacea (Benth) Ducke

A Fabaceae é uma das maiores familias dicotiledbneas e de grande
importancia econémica (SOUZA e LORENZI, 2008), sendo apontada como uma das
principais fontes para a producdo de proteina vegetal, 6leos, resinas, perfumes,
tinturas, medicamentos, inseticidas, adubo, forragem para caprinos e por apresentar
madeiras com grande valor comercial no mundo (JUDD et al., 1999). Muitas espécies
da familia séo tipicamente utilizadas na alimentacdo, especialmente o amendoim
(Arachis hypogea), ervilha (Pisum sativum), feijdo (Phaseolus vulgaris), soja (Glycine
max) e tamarindo (Tamrindus indica). Além dos fins citados, varias espécies também
séo utilizadas como decoragfes ornamentais, sendo a principal familia utilizada na
arborizacéo urbana no Brasil (SOUZA e LORENZI, 2008).

A familia ainda €é subdividida em trés subfamilias: Caesalpinioideae
(Leguminosae 1), Mimosoideae ou Mimosaceae (Leguminosae Il) e Papilionoideae ou
Faboideae (Leguminosae Il) (STATI et al., 2005; LEWIS et al., 2005). As Mimosoideae
constituem-se a menor subfamilia das Fabaceae, com espécies distribuidas nos
tropicos, subtropicos e regides de clima temperado, com géneros e espécies
representativas presentes no bioma da Caatinga, no nordeste brasileiro (SILVA e
BARBOSA, 2000).

A Fabaceae € a familia de maior ocorréncia no pais, com aproximadamente
2.694 espécies encontradas. Em seguida vém a Orchidaceae, com cerca de 2.419
espécies, e a Asteraceae, com 1.966 espécies (FORZZA et al., 2010). A sua quimica
€ composta por varias classes de substancias, destacando-se as classes dos
flavonoides e alcaloides que séo tidos como marcadores taxondémicos. Entre os
flavonoides sdo encontrados flavonais, flavonadis glicosilados, flavonas, isoflavonas,
chalconas, entre outros. Entre os alcaloides encontram-se, entre outros aqueles
derivados da fenilalanina, da tirosina e do triptofano (HARBORNE, 1971). No Brasil
destacam-se as espécies dos géneros Mimosa, Acacia, Calliandra, Inga,
Pithecellobium, Prakia, Piptadenia e Stryphnodendron, muitos deles de valor
medicinal (BARROSO, 1991).
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O género Piptadenia, subfamilia Mimosoideae/Mimosaceae, faz parte de um
dos maiores grupos de leguminosas da subfamilia (LEWIS e ELIAS, 1981), abrigando
atualmente 33 espécies, 21 delas ocorrentes no Brasil (MORIM, 2010), encontradas
nos estados no Amazonas, Bahia, Ceara, Goias, Mato Grosso, Minas Gerais, Paraiba,
Parana, Pernambuco, Piaui, Rio de Janeiro, Rio Grande do Norte, Rio Grande do Sul
e Sao Paulo (CARDOZO, 2006). O género esta distribuido em regides tropicais e
subtropicais, com centros de diversidade na Amazonia e na floresta Atlantica do Brasil
(LEWIS et al., 2005; LUCKOW, 2005). O periodo de floracdo normalmente se estende
de dezembro a marco e o de frutificacdo de abril a julho, podendo ir até setembro em
algumas espécies (MOURA e GARCIA, 2011).

Piptadenia stipulacea (Benth) Ducke. uma espécie arbdrea de pequeno porte,
nativa da Caatinga, amplamente distribuida na regido Nordeste do Brasil, indo do
Piaui até a Bahia; é de grande interesse comercial, econbmico e ambiental para a
regido pelas suas caracteristicas de uso multiplo (MAIA, 2004). A espécie possui
folhas alternas compostas bipinadas com 10-16 pares de pinas opostas e nectarios
foliares presentes. As flores em espigas simples, axilares, de cor alva, na extremidade
dos ramos onde se encontram até trés espigas por axila de folha. Seu fruto é uma
vagem de cor castanho-palido, com superficie ondulada nas areas onde ficam as
sementes. Contém 2-12 sementes pequenas livres, ndo carnosas, ovais de cor
marrom por vagem. A madeira € de cor clara (BEZERRA, 2008). Segundo Pereira et
al. (2001), o comportamento de P. stipulacea reflete nitidamente os efeitos das
perturbacdes a que uma vegetacao foi submetida, mostrando-se bastante tolerante a
elevados niveis de perturbacéo.

E popularmente conhecida como “Jurema-branca” (FABRICANTE e
ANDRADE, 2007, apud MACEDO et al., 2014), “Jurema malicia-da-serra”, “Carcara’,
“Calumbi” (FLORENTINO et al., 2007, apud MACEDO et al., 2014) e “Rasga-beico”
(QUEIROZ et al., 2010).

O uso popular de P. stipulacea € relatado em diversas obras de literatura.
Sendo utilizada em marcenaria, construgéo civil, producéo de estacas, lenha, carvao
e medicina caseira, em tratamentos de queimaduras e problemas de pele. E bastante
utilizada como alimento por ovinos, caprinos e bovinos principalmente na estagao

seca quando nao ha pastagens para sua alimentacéo (BEZERRA, 2008).
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O Brasil possui a maior biodiversidade do mundo, estimada em cerca de 20%
da flora mundial. Esse imenso patrimbnio genético, jA escasso nos paises
desenvolvidos, tem na atualidade valor econdmico-estratégico inestimavel em varias
atividades, mas € no campo do desenvolvimento de novos medicamentos onde reside
sua maior potencialidade (CALIXTO, 2003).

A espécie possui potencial antimicrobiano, analgésico, regenerador de células,
antitérmico e adstringente peitoral (MAIA, 2004). Suas sementes possuem teores altos
de alcaloides e por isso sdo importantes em projetos fitoquimicos e farmacol6gicos
(FISH et al., 1955; HOFMAN, 1959).

O flavonoide galetina 3,6-dimetil éter (FGAL) € um flavonoide isolado das partes
aéreas da P. stipulacea (CARREIRO et al., 2018; MACEDO et al., 2014; QUEIROZ et
al., 2010; VASCONCELOS et al., 2015). Possui efeito tocolitico, que é a inibicdo da
contracdo da musculatura lisouterina, o FGAL mostrou inibir contracfes estimuladas
por carbacol e ocitocina no uUtero de ratas (CARREIRO et al., 2018). Efeito
espasmolitico, ou seja, provoca relaxamento da musculatura lisa, o FGAL foi testado
em ileo de porquinho da india, em aorta de ratos machos e em utero de rata, as
contracdes foram induzidas por diferentes substancias e foi percebido que o FGAL
mostra efeito espasmolitico ndo-seletivo (MACEDO et al., 2011, VASCONCELOS et
al., 2015), além disso também mostra efeito relaxante na traqueia (MACEDO et al.,
2014). E ainda tem ag¢6es antinoceptiva e anti-inflamatoéria, em experimento com ratos,
a dor foi induzida por formalina e foi feito também o teste de peritonite induzido por
zimosan A, provavelmente devido a acdo antioxidante do flavanoide o FGAL mostrou
atividade antinoceptiva, a atividade anti-inflamatéria foi observada na fase aquosa do
acetato de etila e do FGAL no teste de peritonite (QUEIROZ et al., 2010).

FITOQUIMICA

Por ser o estudo dos componentes quimicos de uma planta, a fitoquimica
contribui para o processo de pesquisa com plantas medicinais, pois o conhecimento
acerca dos compostos da planta estudada, sua constituicdo e sua funcao, € de suma
importancia para que haja uma comprovacdo dos efeitos curativos na medicina
popular.

A fitoquimica realizada a partir dos resultados da pesquisa de Bezerra et al.
(2011), o qual, eluiu a casca, cerne e as folhas da P. stipulacea em etanol P.A. por
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72h, para a obtencdo dos extratos resultou em: presenca de taninos hidrolisaveis e
condensados nos extratos da casca, do cerne e do caule, enquanto nas folhas foi
ausente. Taninos sdo compostos responsaveis pelas atividades biolégicas do caule
da planta, a presenca desse composto pode representar uma geracao de alternativa
antimicrobiana. (BEZERRA et al, 2011).

Extratos de casca, cerne e folhas apresentaram resultado positivo para
antocianinas, antocianidinas, flavonoides, leucoantocianidinas, catequinas e flavonas.
Apenas o extrato do caule apresentou resultado positivo para saponinas. A presenca
de alcaloides foi negativa para os extratos do caule, do cerne e da folha da P.
stipulacea. (BEZERRA et al., 2011).

Avaliagdo nutricional: Teores de matéria seca 93,31%, matéria mineral 4,81%,
proteina bruta 8,81%, fibra em detergente neutro 72%, energia bruta 4,4% das cascas
de jurema-branca. (BEZERRA et al., 2011).

A casca e o caule da P. stipulacea apresentou atividade antimicrobiana frente
aos microrganismos E. coli e S. aureus na maioria das concentragdes. Seus halos
variando entre 9,5 — 6 mm, resultado inferior ao do antibiético Vancomicina, cujo halo
se apresenta em 9 mm. Outras partes da planta ndo apresentaram nenhuma atividade
antimicrobiana (BEZERRA et al., 2011).

Determinados vegetais possuem a capacidade de apresentar atividades
antimicrobianas por sua composi¢cao molecular. Sendo assim, a presenca de taninos
no extrato aquoso da casca do caule da P. stipulacea possui um carater antibacteriano
in vitro frente a S. aureus (DANTAS et al, 2016). Além disso, esses compostos
presentes na jurema-branca possibilitam uma alternativa aos antibiéticos tradicionais,
ja que ha uma resisténcia dessa bactéria no tratamento de infecgcbes (DANTAS et al.,
2016).

ENSAIOS TOXICOLOGICOS

A relevancia do estudo sobre a toxicidade in vitro com organismos de potencial
medicinal refere-se a caracteristica de algumas substancias possuirem a propriedade
de inibir a acdo de uma célula, causando morte ou efeito negativo na mesma
(SEYFRIED, 2010). Segundo Silva (2017) a citotoxicidade caracteriza-se como um
relevante mecanismo de avaliacdo toxicoldgica. Aléem disso, testes cientificos cuja

finalidade alerte para bioprospeccao e também a descoberta de biomoléculas com
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potencial terapéutico sdo imprescindiveis, pois, inclinam-se em ratificar a veracidade
do uso e conhecimento popular de plantas medicinais (SEYFRIED, 2010).

O interesse da pesquisa nas alteragBes morfoldgicas das células consiste de
uma importante ferramenta que contribui para avaliar a possivel citotoxicidade das
substancias em diversos estudos (SILVEIRA, 2010). Os testes de citotoxicidade,
frequentemente, sao realizados in vitro simulando os processos que ocorrem in vivo
(ARAUJO, 2018), ainda que a influéncia dos processos fisiologicos ndo sejam as

mesmas do tecido tegumentar.

FRAGILIDADE OSMOTICA

O teste de fragilidade osmética eritrocitaria consiste em avaliar o potencial
citotéxico de determinadas substancias medicinais, evidenciando a capacidade das
células resistirem a estresse osmoético (VELOSO, 2015). Considera-se ainda que 0s
eritrocitos sejam mais suscetiveis aos agentes oxidantes, em razdo de sua membrana
conter lipideos com ligacdes insaturadas e, por consequéncia, um elevado niumero de
compostos sulfidrila, altas concentracdes de ferro e de oxigénio (MACEDO, 2010).

E notério que a facilidade das células em tornar resistente ao estresse osmotico
se da principalmente pela relacao superficie/volume, sendo modificada nos variados
disttrbios das hemécias (GERARD et al, 2017). A vantagem de se utilizar a membrana
dos eritrécitos como modelo se deve ao fato da facilidade no controle da lise celular
por medicao espectrofotométrica do nimero de hemoglobina livre (PARAISO et al,
2017).

Sabendo que a hemdlise consiste na quebra da membrana das hemacias, a
fragilidade osmdtica eritrocitaria (FOE) estabelece a influéncia em teor qualitativo de
substéancias sobre os eritrocitos (VELOSO, 2015).

Allium cepa

Testes toxicolégicos permitem avaliar a biodisponibilidade de contaminantes
em amostras; devido a sua importancia biolégica muitos desses testes tém sido

desenvolvidos com uma grande variedade de organismos. Dentro dessa diversidade
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de bioensaios toxicoldgicos esta o teste de toxicidade aguda com bulbos de cebola,
Allium cepa, que permite avaliar a inibicdo do crescimento das radiculas da cebola,
determinando facil e rapidamente o efeito das substéncias organicas sobre o
organismo vivo (RESTREPO et al., 2012).

O ensaio em A. cepa é uma ferramenta simples e (til para analises de
genotoxicidade e mutagenicidade (FREITAS et al., 2017). O teste é caracterizado por
ser de curta duracdo e possuir baixo custo, esse organisSmo poSsui Cromossomos
grandes e em pequena quantidade, dessa forma os danos cromossémicos e disturbios
do ciclo mitético tornam-se visiveis (BORTOLUCI et al., 2015).

Este teste tem sido utilizado com sucesso na obtencédo da genotoxicidade de
extratos de plantas com efeitos medicinais, pois permite utilizar diferentes
concentragdes da planta em estudo, avaliando assim as alteragdes cromossomicas e
as divisdes celulares das raizes da cebola. Por ser um bioindicador de genotoxicidade
em plantas medicinais, o pesquisador pode advertir a populacéo sobre o consumo de
determinado produto (BEZERRA & OLIVEIRA, 2016).

Artemia salina Leach.

Diversos bioensaios séo feitos em laboratorios de produtos naturais com o
intuito de selecionar e monitorar o estudo fitoquimico de extratos de plantas em busca
de produtos bioativos (SIQUEIRA et al.,1998).

O bioensaio com Artemia salina Leach. (Artemiidae), constitui de um
microcrustaceo cosmopolita de dgua salgada, que apresenta grande facilidade de
reproducdo, favorecendo, desta forma, seu uso em ensaios de toxicidade; podendo
ainda indicar possiveis acdes biolégicas como anticancerigena, inseticida,

moluscicida e antifangica (ROSA et al., 2016).

A utilizacdo do microcrustaceo A. salina L. nos testes de toxicidade aguda visa
pesquisar a atividade biolégica de extratos e fragdes de produtos naturais (MERINO
et al., 2015). A toxicidade sobre A. salina L. € amplamente utilizada por apresentar
algumas vantagens, como 0 baixo custo, a simplicidade e por ndo exigir técnicas
assépticas (SIQUEIRA et al.,, 1998). Trata-se de um monitor conveniente para a
citotoxicidade de produtos, além de ser um método rapido e sensivel a substancias
toxicas (MERINO et al., 2015).
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A toxicidade com A. salina L. demonstra uma boa correlacdo com as atividades
biologicas de grande interesse terapéutico como antitumoral, sendo dessa forma
indicado na avaliagéo preliminar de extratos vegetais (SIQUEIRA et al., 2001 e ROSA
et al., 2016).

TOXICIDADE AGUDA

Os testes de toxicidade sao conduzidos antes de iniciar 0S ensaios
farmacoldgicos e possibilitam uma avaliacdo preliminar das propriedades toxicas de
uma substancia (PUCCI, 2009).

Conforme a legislacéo brasileira para registro de medicamentos fitoterapicos,
os testes de toxicidade pré-clinica exigidos sédo estabelecidos pelo GUIA PARA A
REALIZAQAO DE ESTUDOS DE TOXICIDADE PRE-CLINICA DE FITOTERAPICOS.
Neste documento, consistem, dentre outros, 0os ensaios de toxicidade aguda e o de
doses repetidas (longa duracédo), que devem ser realizados quando ha indicacéo de
uso continuo ou prolongado em humanos (BRASIL, 2010).

Segundo o GUIA PARA A CONDUCAO DE ESTUDOS PRE-CLINICOS DE
TOXICOLOGIA E SEGURANCA FARMACOLOGICA NECESSARIOS AO
DESENVOLVIMENTO DE MEDICAMENTOS, publicado pela Geréncia de Avaliacéo
de Seguranca e Eficacia — GESEF da ANVISA em 2013, estudos de toxicidade de
dose Unica (aguda) consistem por avaliar a toxicidade produzida por uma substancia
teste quando administrada em uma ou mais doses durante um periodo ndo superior a
24 horas, seguido de observacdo dos animais por 14 dias ap6s a administracao
(BRASIL, 2013).

3 MATERIAIS E METODOS
3.1 MATERIAL BOTANICO
A espécie P.stipulacea (Benth.) Ducke foi coletada em Caruaru/PE, no sitio de

Malhada de Pedra no Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA) no dia 02/03/2018.
(Fig. 1). A exsicata foi depositada no Herbario Geraldo Mariz na Universidade Federal
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de Pernambuco, Centro de Biociéncias/Departamento de Botanica sob o N°83426
(Fig. 2).

3.2 COMITE DE ETICA

Este projeto foi aprovado pelo Comité de ética no uso de animais da
Universidade Federal de Pernambuco sob o N° 0002/2018. E encontra-se em
concordancia com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 9.605 — Art. 32
e decreto 3.179 — Art. 17, de 21/09/1999, que trata da questéo do uso de animais para

fins cientificos.

Figura 1: P. stipulacea sendo coletada no Sitio Malhada de Pedra — Caruaru — Recife/PE em
02/03/2018.



Fonte: O autor (a)

Figura 2: Exsicata Depositada no Herbario Geraldo Mariz — UFPE
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Fonte: Herbério Geraldo Mariz - UFPE
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3.3 PREPARACAO DO EXTRATO VEGETAL

As folhas de P. stipulacea foram pesadas (50 g), reduzidas a um menor
tamanho em moinho de facas e a elas adicionado alcool etilico P.A. (500 ml),
deixando-se a mistura sob extracdo por 72h. Apos filtracdo e concentracdo em rota-
evaporador (Fig. 3), foi obtido um material viscoso com rendimento de 36,86%,

totalizando 18,439 de extrato bruto.

Figura 3: Extrato etandlico das folhas de P. stipulaceae em rota-evaporador.

Fonte: O autor (a)

3.4 INVESTIGACAO FITOQUIMICO

Perfil de cromatografia em camada delgada de P. stipulacea (CCD). O teste
realizado seguiu os procedimentos estabelecidos por Wagner e Bladt (1996) com
adaptacdes. Foram usadas cromatoplacas de aluminio TLC de silica gel 60 F254
(Merck, Darmstadt, Alemanha).

Foi feita andlise qualitativa identificando as seguintes classes de metabdlitos
secundarios: saponinas, taninos, flavonoides, cumarinas, terpenos e alcaloides. As
fases moveis, reveladores e padrdes utilizados estdo descritos na tabela 1.
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Tabela 1: Fases mdveis, reveladores e padrdes utilizados na cromatografia de camada delgada.

Glacial : Agua
(100:11:11:26)

(NEU)

Classe Fase mével Revelador Padrao
Cloroférmio:
Taninos Metanol: Agua FeCls Acido Tanico
(67:30:3)
. Reagente de .
Alcaloides | -------- Brometo de escopolamina
Dragendorff
_ . Casca de Zizipusjoazeiro
Saponinas | Agua Espuma _ _
(juazeiro)
Anisaldeido +
Tolueno:Acetato | Aquecimento em
Terpenos . Lupeol
de Etila (93:7) estufa (100°C -
5min)
) Acido p-cumarico Extrato
. Tolueno : Eter o
Cumarinas 1:1) KOH 10% Etanol cloroférmico de
' Justiciapectoralis (xamba)
Acetato de Etila :
Acido Formico : | Acido
Flavonoides | Acido Acético Etilborilaminoéster | Quercetina

Com o auxilio de tubos capilares de vidro, os extratos foram aplicados nas

cromatoplacas formando manchas semelhantes e regulares. Todo o processo de

analise fitoquimica foi realizado no Laboratério de Ecologia Aplicada e Fitoquimica

(LEAF) no Departamento de Boténica, do Centro de Biociéncias da Universidade

Federal de Pernambuco. Os aspectos considerados foram cor e altura da corrida nas

cromatoplacas antes e apds exame com luz UV e mudancas de coloragdo com 0 uso

de reveladores. Dependendo da tonalidade predominante, a cor da imagem em

conjunto se define como vivamente colorida, pouco colorida ou muito pouco colorida.
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3.5 ENSAIOS TOXICOLOGICOS

3.5.1 Fragilidade Osmotica

A técnica de fragilidade osmoética foi realizada segundo a metodologia descrita
por Dacie et al., (1975). Amostras de sangue de carneiro Laborclin® (25uL) foram
expostas ao EEtFP.s., durante 30 minutos a temperatura ambiente em diferentes
concentracdes (50pg/mL, 100 pg/mL, 250ug/mL, 750 pg/mL e 1000pg/mL) diluidas
em solucao de cloreto de sddio 0,9% e centrifugadas a 2500rpm, por 3 minutos a
25°C, podendo ser observadas na figura 4. Foi utilizado como controle negativo
solucdo de cloreto de sédio 0,9% e como controle positivo 4gua destilada. O ensaio
foi realizado em triplicata e o percentual hemolitico foi estabelecido de acordo com o
controle positivo, que foi designado como 100%. Em seguida, o sobrenadante foi lido
no espectrofotdmetro bioplus com comprimento de onda 540nm, para obter a

absorbéancia resultante.

Figura 4. Amostras de sangue de carneiro expostas as diferentes concentracdes do EEtFP.s. apés
diluicdo em cloreto de sédio 0,9% e centrifugacao.

Fonte: O autor (a)
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3.5.2 Allium cepa

Foi realizada avaliagéo dos efeitos do EEtFP.s. frente a Allium cepa, conforme
metodologia descrita por Guerra & Souza, 2002 com modificagdes referentes a
utilizacdo do corante. Os espécimes de A. cepa utilizados foram adquiridos em um
mercado local e escolhidos de acordo com seu tamanho (aproximadamente 3,5cm de
didmetro) e peso (média de peso = 63,7 gramas). As escalas externas e raizes antigas
foram removidas com cuidado, e os bulbos foram lavados, secos e mantidos em
geladeira a 4 °C até a inicio do experimento. O tratamento foi simultaneo, para cada
concentracéo, incluindo o controle positivo, cinco bulbos foram usados por grupo. Os
bulbos foram postos para germinar, por um periodo de sete dias a temperatura
ambiente (= 25°C), em frascos apropriados, com a parte inferior mergulhada em
solucéo contendo 50 mL de agua destilada (grupo controle) e os demais contendo 50
mL de agua destilada com o extrato nas seguintes concentracfes: 50mg/mL,
500mg/mL e 1000mg/mL, como pode ser observado na figura 5. No sétimo dia as
raizes foram coletadas, medidas, lavadas em agua destilada, hidrolisadas em HCI
(Imol/mL) por 10 minutos e em seguida os meristemas foram lavados, entdo foram
feitos esfregacos em laminas de vidro que apds secas (30 minutos) foram coradas
com hematoxilina. Dez preparacoes foram analisadas (1000 células por concentracéo
e controle) um teste “cego” com ampliagdo de x1000. O calculo de indice mitotico (IM),
que foi estabelecido relagcédo entre o nimero de células em divisdo e o numero total de

células analisadas, como mostra a equacao abaixo:

IM=NCM/NTC X 100

NCM: numero de células em mitose
NTC: nimero total de células contabilizadas

A partir dos valores obtidos na equacdo acima, é possivel avaliar o potencial
citotoxico das amostras, em inibir ou aumentar a proliferagéo celular.

Para a analise dos efeitos toxicos foram medidos os comprimentos das raizes
e realizada a média simples. De acordo com a observacdo de qualquer aberragédo
cromossOmica, foi analisado se houve efeito genotéxico. Ja o efeito mutagénico pode

ser verificado através da ocorréncia de micronucleos.
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Figura 5: Espécimes de Allium cepa postos para germinar em contato com o EEtFP.s. nas diferentes
concentra¢des 50mg/mL, 500mg/mL e 1000mg/mL.

Fonte: O autor (a)

3.5.3 Toxicidade frente a Artemia salina Leach

Foram utilizadas as larvas na forma de metanauplio, adquiridas em um
Mercado publico do Recife (Mercado da Madalena) utilizando-se a Concentracéo Letal
Média (CL50) como parametro de avaliacdo da atividade biolégica (MEYER et al.,
1982). Para a obtencado dos metanauplios, cistos de A. salina foram incubados em um
recipiente contendo 500 mL de solucdo de agua do mar. O recipiente foi colocado
dentro de uma incubadora iluminada por uma lampada fluorescente, no qual foram
adicionados 0,2 mg de cistos de A. salina, mantendo a 4gua em aeracao constante,
com auxilio de um compressor de aeracdo para aquario, conforme figura 6. A
incubacao foi feita durante o periodo de 48 horas. Apés o periodo de incubacédo, os

organismos-testes (metanauplios) foram expostos as diferentes concentrac¢des (50,
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100, 250, 500, 750 e 1000 pug/mL) do extrato etandlico das folhas de P. stipulacea
(EEtFP.s.) por 24 horas, utilizando-se tubos de ensaio, cada um contendo 10
metanduplios de Artemia salina, previamente selecionados. O teste foi realizado em
triplicata para cada concentragdo. Um grupo controle foi preparado contendo apenas
0s metanauplios em agua do mar. O conjunto permaneceu em incubacao sob luz
artificial por 24 h e entéo foi realizada a contagem do nimero de metanauplios vivos
e mortos para determinacédo da CL50 de acordo com o método estatistico de Probitos,
utilizando o programa Microcal Origin. Foram considerados vivos todos aqueles
animais que apresentassem qualquer tipo de movimento quando observados

préximos a uma fonte luminosa.

Figura 6: Cistos de Artemia salina em incubadora sob iluminagéo e aeragéo.

Fonte: O autor (a)
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3.5.4 Toxicidade Aguda

Para a avaliagdo da toxicidade aguda do EEtFP.s. foi utilizada a metodologia
preconizada pela Organization for Economic Coopperattion and Development (OECD,
423).

Foram utilizados camundongos albinos da linhagem Swiss, Mus musculus
procedentes do Biotério do Departamento de Antibioticos da Universidade Federal de
Pernambuco. O teste consistiu ha administracdo da dose Unica de 2000 mg/kg do
extrato em estudo. Os animais foram divididos em trés grupos cada um contendo trés
animais (fémeas). O procedimento foi realizado em duplicata. Ndo havendo morte dos
animais, o extrato ndo sera considerado toéxico. O EEtFP.s. foi solubilizado em solucao
salina e um grupo recebeu apenas o veiculo.

Apos administracdo por via oral (gavagem), os animais foram observados
cuidadosamente para deteccdo de sinais toxicos de carater geral (Agitacao,
convulsao, frémito vocal, irritabilidade, movimentos estereotipados, resposta ao toque,
salivacdo, taquicardia, tremores, contorcdo abdominal, estiramento, ptose,
sonoléncia, cianose, defecacéo, diarreia, lacrimejamento, mic¢ao, piloerecdo e 6bito)
nos intervalos de 30 minutos, 1h, 2h, 24h, 48h e entdo diariamente por 14 dias.
Durante estes intervalos de tempo foram analisados em relacédo ao sistema nervoso
central (SNC) sinais excitatérios como agitacdo, convulsdes, frémito vocal,
irritabilidade, movimentos estereotipados, resposta ao toque, salivacdo, taquicardia,
tremores e sinais inibitérios como contor¢do abdominal, estiramento, ptose e
sonoléncia. Da mesma forma foram analisadas também possiveis alteragcdes no
sistema nervoso autbnomo (SNA), tais como: defecacéo, diarreia, lacrimejamento,
micgao, piloeregao, entre outros. Os animais foram pesados diariamente, assim como
foram registrados os consumos de agua e ragao, para a avalicdo de possiveis efeitos
toxicos. Ao final dos experimentos, todos os animais foram anestesiados com solugéo
xilazina (90mg/kg) -cetamina (9mg/kg) e eutanasiados por deslocamento cervical de
acordo com “os principios éticos de experimentacéo animal”, proposta pela Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL/COBEA). Entdo as
cavidades abdominal e toracica foram abertas e todas as altera¢cdes macroscopicas
foram registradas. Em seguida, rins, figado e baco foram coletados para a
determinacao de seus indices. O indice dos 6rgéos foi calculado seguindo a férmula:

indice = peso do 6rgdo (mg) / peso do animal (g).
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3.5.4.1 Avaliacdo da Evolucdo Ponderal e do Consumo de Agua e de Racéo

Apés o tratamento com o EEtFP.s., para a avaliagdo de possiveis efeitos
toxicos os animais foram pesados no inicio e ao final do experimento e foi avaliado

diariamente o consumo de agua e racao.

3.5.4.2 Avaliacdo dos Parametros Hematoldgicos e Bioquimicos

Ao final dos experimentos, ap0s 0s animais serem anestesiados com solucao
xilazina (90mg/kg) -cetamina (9mg/kg) foram coletadas amostras de sangue por
puncao cardiaca.

Para as analises hematolégicas foi utilizado o sangue coletado em tubo com
EDTA e realizada avaliagdo das séries vermelha e branca. Para a analise dos
parametros bioquimicos (uréia, creatinina, Transaminase glutamico-oxalacética —
TGO e Transaminase glutamico-pirvica — TGP) o sangue foi submetido a
centrifugacéo para obtencdo do plasma. Os parametros hematologicos e bioquimicos
foram determinados utilizando-se kits especificos e através de analisadores

automatizados.

3.5.4.3 Avaliac&o dos Indices dos Orgéos

ApOs a coleta do sangue todos os animais foram eutanasiados por
deslocamento cervical, e os 6rgdos (rins e figado) retirados, pesados e analisados
macroscopicamente para a investigacao de alteracdo de coloragdo, hemorragias,
entre outras. O indice dos 6rg&os foi calculado como: indice = peso do 6rgdo (mg) /

peso do animal (g).

3.5.4.4 Avaliacdo Histologica

Apés a pesagem dos 6rgaos, rins, figado e baco foram seccionados, fixados
em formalina (solucdo de formol a 10%) tamponada e ap0s 24 horas sofreram
processamento histopatologico. Passaram pela desidratagdo com séries crescentes
de alcool (70% - 100%), diafanizagcdo em xilol, impregnacao e inclusdo em parafina.

As inclusdes emblocadas, foram seccionadas (3um de espessura) em micrétomo e
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submetidas a coloracdo hematoxilina-eosina e observadas sob microscopio 6ptico
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).

3.6 ANALISE DE DADOS

Os dados experimentais foram analisados estatisticamente através da analise
de variancia (ANOVA) seguido pelos testes t Student e Tukey para comparar as
médias através do software Graph Pad prism. 5.0. Onde valores de “p” menores que

0,05 (p<0,05) foram considerados significantes.
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4 RESULTADOS
4.1 INVESTIGACAO FITOQUIMICA
Pelos resultados expostos observa-se através da andlise fitoquimica a
presenca de taninos, alcaldides, saponinas, terpenos (em menor expressividade),

cumarinas e flavonodides nas folhas de P. stipulacea.

Tabela 2: Deteccdo de classes de substéncias quimicas presentes no EEtFP.S. pelo método de
cromatografia em camada delgada (CCD).

Compostos Resultados

Taninos +++
Alcalbides +++
Saponinas +++
Terpenos ++

Cumarinas +++

Flavonoéides +++

4.2 ENSAIOS TOXICOLOGICOS

4.2.1 Fragilidade Osmotica

Para o ensaio de fragilidade osmética frente a eritrocitos de carneiro o EEtFP.s.
foi testado em diferentes concentra¢gdes (50ug/mL, 100pg/mL, 250ug/mL, 750ug/mL
e 1000ug/mL) e ndo apresentou toxicidade significativa. Nao houve hemdlise quando
avaliado qualitativamente pela tonalidade avermelhada no sobrenadante obtido apds
a centrifugacéo, permanecendo limpida a solugéo de soro fisiologico, caracterizando
integridade das hemacias que permaneceram no fundo dos tubos com formacgéo de
um precipitado sem que tenha havido a lise celular. O Percentual de hemdlise baseou-
se na seguinte equacao e o resultado esta descrito na Tabela 3.

% Hemolise = Ab x 100%
1,32

Tabela 3: Percentual de hemolise em eritrécitos de carneiro apds tratamento com EEtFP.s. (ug/mL)
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Concentracao %
testada Hemodlise
50 pg/mL 10,73%
100 pg/mL 10,46%
250 pug/mL 10,77%
750 pug/mL 10,77%
1.000 pg/mL 13,14%

4.2.2 Allium cepa

Os resultados do ensaio estdo expostos nas figuras e tabela que se seguem. E
mostrada na figura 7 a avaliagdo do crescimento radicular, onde houve uma reducéo
do crescimento de modo significativo, guando comparado com o grupo controle (Agua

destilada).

Figura 7: Valores das médias do crescimento radicular de A. cepa submetidas a diferentes
concentracdes do EEtFP.s.
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Dados apresentados como média + erro padrdo da média analisado por ANOVA seguido de Tukey.
P < 0,05 comparado ao grupo controle.

O indice mitético (IM), apresentado na Tabela 4, corresponde a relagdo do

namero de células em divisao e total de células observadas, em porcentagem. Para
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os resultados de toxicidade, a analise estatistica ndo indicou nenhuma mudanca na
atividade mitética. O indice mitético ndo apresentou diferenca significativa entre os
percentuais dos tratamentos: controle (18,3%) e EEtFP.s. nas concentragbes de 50
pg/mL (11,9%), 500 pg/mL (14,8%) e 1000pg/mL (14,1%).

Tabela 4: Porcentagem do indice mitético das radiculas de A. cepa submetidas ao EEtFP.s. nas
diferentes concentacdes

EEtFP.s. N°total de N°decélulas N°de células indice
pMg/mL células em interfase em divisao mitotico (%)
Controle 1.194 1011 183 18,3%
50 pg/mL 1.104 985 119 11,9%
500 pg/mL 1.024 876 148 14,8%
1000 pg/mL 1.078 937 141 14,1%

Ja4 as observacbes morfologicas das radiculas de A. cepa tratadas nas
diferentes concentra¢des (50ug/mL; 500ug/mL e 1000ug/mL) com EEtFP.s., quando
comparadas com o controle (agua destilada), mostrou que as fases de divisdo celular
(préfase, metafase, anafase, teléfase e interfase) na radicula de A. cepa néo
apresentaram alteracdes morfoldégicas, como pontes cromossémicas e células

micronucleadas, conforme figura 8.

Figura 8: Fotomicrografias das radiculas de A. Cepa em diferentes fases de divisao celular.
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Controle negativo (A), submetidos ao EEtFP.s. nas concentra¢des de 50 pg/ml (B), 500 pg/ml (C) e
1000 pg/ml (D). P-Profase; M-Metafase; A-Anéafase; T-Telofase; I- Interfase. Objetiva de 10X. Aumento
- 1000X. Coloracao - Hematoxilina-Eosina.

4.2.3 Toxicidade Frente a Artemia salina

Com os resultados obtidos do ensaio de toxicidade frente a Artemia salina do
EEtFP.s. foi possivel observar que a medida que as concentracdes dos extratos
aumentavam, havia aumento da taxa de mortalidade dos metan&uplios (Figura 9).

A analise dos dados finais foi feita pelo método Probit (FINNEY, 1962), sendo
a CLso=478,94pg/mL. O que demonstra um resultado de toxicidade moderada. Ja que
na avaliacdo de extratos vegetais por A. salina, resultados de CLso menores que 1000
pHg/mL sé&o considerados bioativos (MEYER et al., 1982). Considera-se baixa
toxicidade quando a concentracédo letal (CLso) for superior a 500 pg/mL; moderada
para CLso entre 100 a 500 pg/mL e muito toxico quando a CLso for inferior 100 pg/mL.

Figura 9: Taxa de mortalidade dos metanauplios em relacéo as concentragdes do extrato etandlico
das folhas de P. stipulaceae a que foram submetidos.



43

Mortalidade (%)

B a b
80 : ab

bc

c

N\

Concentragoes (ug/mil)

01000 E750 BS500 (8250 @100 M50

A figura demonstra uma relagéo dose-dependente diante da mortalidade. Aumento da mortalidade com
0 aumento da dose.

4.2.4 Toxicidade Aguda

No presente estudo nao foram observadas alteragcdes persistentes
comportamentais ou morte dos animais apés tratamento com o EEtFP.s.. Apds analise
comportamental algumas alteracbes se mostraram presentes até 2h apds a
administracdo do extrato testado e foram: agitacdo, irritabilidade, movimentos
estereotipados, taquicardia.

A estimativa da DL 50 foi superior a 2000 mg/kg, sendo considerado de baixa
toxicidade de acordo com o método de classes preconizado pela OECD 423 (OECD,
2001). A dose seguinte a ser testada seria a de 5000 mg/kg; no entanto, o estudo
dessa dosagem somente € recomendado em casos excepcionais que justifiquem a

sua necessidade.

4.2.4.1 Avaliacdo da Evolucdo Ponderal e do Consumo de Agua e de Ragéo

Ao final dos 14 (quatorze) dias, os 6rgéos (rins e figado) foram removidos e
pesados, e analisados de forma macroscopica quanto a sua coloracdo, consisténcia,
presenca de petéquias ou pontos hemorragicos. Ndo sendo observado qualquer sinal

de alteracao.
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N&o houve diferenca entre a evolucédo ponderal dos animais (Figura 10), bem
como em relacdo ao consumo de racéo (Figura 11), para o consumo de agua (Figura

12) houve uma diminuicdo na ingestao pelo grupo tratado com o EEtFP.s.

Figura 10: Evolucéo ponderal dos animais do grupo controle e o grupo tratado com EEtFP.s. na dose
de 2000mg/kg.
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Dados apresentados como média * erro padrdo da média analisado por ANOVA seguido de Tukey.
P < 0,05 comparado ao grupo controle.

Figura 11: Consumo de ragéo para os camundongos do grupo controle e o grupo tratado com
EEtFP.s.na dose 2000mg/kg.
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Dados apresentados como média * erro padrdo da média analisado por ANOVA seguido de Tukey.
P < 0,05 comparado ao grupo controle.
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Figura 12: Consumo de agua para os camundongos do grupo controle e o grupo tratado com
EEtFP.s.na dose de 2000mg/kg.
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Dados apresentados como média + erro padrdo da média analisado por ANOVA seguido de Tukey.
P < 0,05 comparado ao grupo controle.

4.2.4.2 Avaliacdo dos Parametros Hematoldgicos e Bioquimicos

A analise dos parametros hematoldgicos nao revelou alteragdo significativa em
relagao as séries vermelha e branca, como podemos observar na tabela 5.

A investigacdo dos efeitos toxicologicos do EEtFP.s. através das analises
bioquimicas nao revelou alteracfes significativas na atividade enzimatica de TGO
(transaminase glutamico-oxalacética) e TGP (transaminase glutamico-pirtvica) dos
animais do grupo controle e dos submetidos a dose de 2000mg/kg de EEtFP.s.

Ainda em relacédo aos parametros bioguimicos, na avaliacdo da funcéo renal,
foi possivel observar um aumento significativo da concentracdo sérica de uréia dos
camundongos tratados com EEtFP.s. na dose de 2000mg/kg (57,4+7,33) em relagao
ao grupo controle (49,419,73).

Nao foram observadas alteracbes significativas na concentragcdo sérica de

creatinina na dose testada de EEtFP.s.
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Tabela 5: Parametros hematolégicos de camundongos submetidos ao EEtFP.s. na dose de
2000mg/kg.

PARAMETROS PASS\QA;ZEOS CONTROLE EEtFP.s.
Hemacias (108/mm3) 9,0-11,3 9,52 + 0,506 9,82 + 0,624
Hemoglobina (g/dL) 13,5-17,0 14,76 + 1,230 15,86 + 0,557
Hematdcrito (%) 45 - 55 44,93 +3,700 49,7 2,334
VCM (fm3) 47 — 55 47 + 3,286 50,66 + 1,211
HCM (pg) 13-16 32,88+0,746 16,15+ 0,677
CHCM (g/dL) 29-34 32,88 £ 0,746 31,9 £0,672
Leucdcitos Totais (103/mm3) 2-10 11,03 + 1,979 6,86 + 3,204

Dados apresentados como média + erro padrdo da média analisado por ANOVA seguido de Tukey.
P < 0,05 comparado ao grupo controle. *Parametros normais (Fonte: Gad, 2007).

Tabela 6: Valores bioquimicos dos grupos controle e tratado com EEtFP.s. na dose de 2000mg/kg.

Parametros Parémet_ros Controle EEtFP.s.
Normais
Ureia (mg/dL) 15-40 49,4+9,73 57,4+7,33
Creatinina (mg/dL) 0,2-0,6 0,41+0,03 0,38+0,06
TGO (U/L) 70 - 400 184,8+63,3 186,4124,6
TGP (U/L) 25-100 45,5+9,50 46,2+23,6

*p<0,05. Significativos apés andlise de variancia (ANOVA) de duas vias seguido pelo teste de
Bonferroni com intervalo de confianca de 95%, quando comparados ao grupo controle. *Parametros
normais (Fonte: Gad, 2007).

4.2.4.3 Avaliacdo dos indices dos Orgéos

Em relagcdo aos indices dos orgdos, ndo foram evidenciadas alteracdes
significativas nos indices dos rins nos camundongos tratados com EEtFP.s. quando
comparado ao grupo controle, como pode-se observar na figura 13. Ja para o indice

do figado, foi observada uma diminuic¢édo significativa.



47

Figura 13: indice dos 6rgdos para os animais submetidos ao EEtFP.s. na dose de 2000mg/kg e
grupo controle
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Dados apresentados como média + erro padrdo da média analisado por ANOVA seguido de Tukey.
P < 0,05 comparado ao grupo controle.

4.2.4.4 Avaliacdo Histologica

A histologia hepatica e renal dos animais tratados com EEtFP.s. ndo revelou
alteracdes significativas, como podemos ver nas figuras 14 e 15 respectivamente.
Nas amostras de figado podemos observar que o corte histolégico corado com
hematoxilina-eosina apresenta arquitetura tecidual preservada, ha presenca de ramo
da veia porta, hepatécitos com citoplasma visivel e nucleo arredondado organizados
em fileiras delimitadas pelos sinuséides.
Ja nas laminas de rins, verifica-se que é um preparado histolégico convencional
do cortex renal que mostra tibulos contorcidos proximais (células cuboides com borda
em escova), distais (menores), e um corpusculo renal com polo vascular bem

preservado. Presenca de vaso interlobular e células com arquitetura preservada.
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Figura 14: Fotomicrografia representando a histologia de figado de camundongos submetidos ao
tratamento com EEtFP.s. na dose de 2000mg/kg.

A — Grupo Controle; B - Grupo Tratado; H - Hepatocito, RVP - Ramo da Veia
Porta. Hematoxilina-eosina (400X).

Figura 15: Fotomicrografia representando a histologia de rins de camundongos submetidos ao
tratamento com EEtFP.s. na dose de 2000mg/kg.

A — Grupo Controle; B — Grupo Tratado; CR — Corpusculo Renal; TCP — Tdbulo Contorcido Proximal,
TD — Tubulo Distal.
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5 DISCUSSAO

O uso tradicional das plantas medicinais ndo é suficiente para valida-las como
alternativa terapéutica segura e eficaz (MARTINS-RAMOS; BORTOLUZZI;
MANTOVANI, 2010). Por isso € necessario o estudo fitoquimico, que nos possibilite
conhecer a constituicdo quimica e a realizacao de testes toxicologicos dessas plantas,
para garantir a seguranga no seu uso e também para estabelecer doses seguras
através de ensaios pré-clinicos.

Considerando que P. stipulaceae é utilizada popularmente por seu potencial
antimicrobiano, analgésico, anti-inflamatorio, torna-se de suma importancia a
avaliacao de sua toxicidade para a seguranca da populagéo que a utiliza.

Os resultados encontrados em relagdo a investigacdo fitoquimica de P.
stipulaceae neste estudo confirmam o achado do alcal6ide inddlico bufotenina no
primeiro estudo fitoquimico realizado para esta planta (WILLAMAN et al.,1970). Bem
como o posterior isolamento de alguns flavonoides (LIRA, 2009). Os Flavonoides
pertencem a classe dos polifenois, que estao presentes em abundancia relativa em
metabolitos secundarios de vegetais.

Ensaios in vitro, tal como a avaliacao toxicoldgica frente a Artemia salina séao
extremamente importantes, pois funcionam como uma 6tima ferramenta em pesquisas
com plantas medicinais, devido a diminuicdo do uso de animais vertebrados na
experimentacdo, o que vem sendo uma preocupacdo dos Comités de ética em
experimentacdo animal (BEDNARCZUK et al., 2010). O uso de bioensaios, como o
de A. salina, para o monitoramento de bioatividade em extratos, fracdes ou compostos
isolados de plantas medicinais, tem sido cada vez mais frequente em pesquisas
fitoquimicas (NOLDIN et al., 2003). Somando-se a isso, temos a simplicidade, rapidez
e baixo custo deste método favorecendo a sua utilizacdo em diversos estudos. O
potencial toxico observado nos extratos de P. Stipulacea mostram a importancia de
estudos quimicos posteriores para esta espécie, uma vez que esta pesquisa é a

primeira registrada na literatura consultada, até o presente momento.

A acdo hemolitica dos diferentes compostos toxicos € atribuida a varios

mecanismos inespecificos. Como por exemplo, 0os compostos surfactantes, que



50

produzem seu efeito hemolitico por meio da solubilizacdo da membrana plasméatica
do eritrécito, ou pela lise osmaética, que promove alteracdes na permeabilidade da
membrana plasmética da heméacia. Em contrapartida, os compostos xenobibticos
reduzidos, como os compostos fendlicos, sdo capazes de promover hemalise por meio
da oxidacédo da hemoglobina, formando meta-hemoglobulina.

O estudo proposto ndo apresentou atividade hemolitica nas concentracdes
testadas. Entretanto, tais resultados ndo excluem a existéncia de toxicidade, ja que
amostras mais concentradas do extrato nao foram testadas e estudos farmacolégicos
sobre P. stipulaceae sédo escassos na literatura.

Os dados obtidos com o teste de fragilidade osmatica neste trabalho indicaram
que o EEtFP.s. ndo mostrou alteracao da integridade da membrana em concentragdes
de NaCl préximas ao nivel fisiolégico. Estudos similares verificaram alteragfes no
perfil osmotico em eritrécitos quando incubados com extratos vegetais (VELOSO et
al., 2015).

E afirmativo, portanto, que eritrécitos incubados com produtos naturais podem
sofrer um distlirbio em sua estrutura e citoesqueleto causado por alteracdo do
coeficiente de particdo na membrana destas células (DIDELON, 2000).

Nos ultimos anos, o teste com Allium cepa vem sendo utilizado por suas
inimeras vantagens (confiabilidade, custo, entre outros). E um teste que permite
analises tanto macroscépicas (alteracdo de cor, formato e tamanho das radiculas)
quanto microscoépicas (indice mitético e a ocorréncia de anormalidades e aberracdes
cromossOmicas (PEREIRA et al., 2018).

Os resultados da capacidade citotdéxica e mutagénica do EEtFP.s. avaliado pelo
teste A. cepa através da inibicdo do crescimento radicular, tamanho e forma nuclear
mostrou um comportamento citotoxico dependente da dose nas concentracdes
testadas. A citotoxicidade foi demonstrada pela inibicdo da divisdo celular nos
meristemas de A. cepa, conforme o aumento das concentragdes utilizadas. A
avaliacdo da mutagenicidade obtida pela observagcédo de micronucleos nas células
expostas a diferentes concentracbes foram baixas, considerando que nao foi
observada a presencga de micronucleos nas concentraces testadas. Portanto, neste
estudo a citotoxicidade foi definida pela inibicdo do crescimento radicular na maior

concentracao testada.
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Posteriormente, com o intuito de avaliar a toxicidade do EEtFP.s. in vivo, foi
realizado o teste de toxicidade aguda segundo o que preconiza o protocolo OECD,
423.

Os resultados obtidos deixam claro que houve uma baixa toxicidade, nas
condi¢cbes avaliadas. O que pode ser confirmado através da analise dos parametros
avaliados nesses 14 dias de observacéao.

Foi observado diminuig&o significativa relacionada ao consumo de agua para o
grupo tratado com EEtFP.s., porém este fato ndo provocou alteragdes na evolugéo
ponderal dos animais.

Parametros metabdlicos, tais como a evolugcédo ponderal e consumo de agua e
racao sao utilizados para investigar a toxicidade de uma amostra em estudo sobre o
sistema gastrintestinal ou mesmo sobre o sistema nervoso central caso haja alteracéo
em mais de um dos parametros em questao.

Um dos 6rgados de grande importancia para o corpo humano € o figado, ja que
sua funcéo esta relacionada com o metabolismo de nutrientes e a biotransformacao
de drogas e produtos quimicos, o que confere ao organismo protecao contra agentes
toxicos (AL-ASMARI et al., 2014).

Podemos encontrar enzimas em todos os tecidos do corpo e sdo elas as
responsaveis por varias rea¢des quimicas importantes em nosso organismo. Algumas
reacfes podem acontecer no plasma e outras no soro e sua afericdo sérica pode
indicar um estado de normalidade ou dano celular. Para a avaliacdo da funcao
hepatica, duas enzimas tém grande importancia, a transaminase glutamico-
oxalacética (TGO) e Transaminase glutamico-pirtvica (TGP). A acdo dessas enzimas
tem sido utilizada como indicador de dano hepatocelular (MONTEIRO, 2010).

A TGO catalisa a conversédo de aspartato em oxaloacetato, € encontrada em
diversos 6rgdos e tecidos dentre eles o figado, coracdo (miocardio), musculo
esquelético entre outros. Esta presente no citoplasma e também nas mitocondrias,
portanto sua elevacao indica um dano celular mais profundo.

A TGP catalisa a conversdo de alanina em acido piravico, é encontrada em
maior concentragdo no figado e rim, sua origem € predominantemente citoplasmaética,
fazendo que se eleve rapidamente quando ocorre lesdo hepatica, o que a torna um

marcador sensivel da funcéo do figado (MINCIS, 2006).
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N&o foi observada alteracéo significativa na atividade de TGO nem de TGP nos
animais expostos ao EEtFP.s., demonstrando que o0 mesmo esta isento de toxicidade
hepatica nas condicdes testadas.

A toxicidade medicamentosa decorrente da excrecdo inadequada de
medicamentos ou seus metabdlitos pode levar a uma alteracéo da funcao renal. Desta
forma, a avaliacdo dos niveis sanguineos de uréia e creatinina € um excelente
indicador de toxicidade renal. Particularmente o acUumulo dessas substancias
nitrogenadas no sangue pode indicar insuficiéncia dos rins (HENRY, 2008).

A uréia, o produto final do metabolismo protéico, € excretada pelos rins. Os
tubulos renais reabsorvem 40% desse produto, portanto, 0s niveis sanguineos desse
parametro constituem uma indicacdo da funcéo renal e podem servir como indice da
taxa de filtracdo glomerular (SCHOSSLER et al., 2001), teoricamente, a creatinina é
a mais indicada para verificar a funcao renal, uma vez que a quantidade de creatinina
presente nos rins € mais constante, porém nao é reabsorvida nos tibulos renais como
a uréia (EMANUELLI et al., 2008).

Os animais tratados com EEtFP.s. apresentaram uma elevacgao significativa da
concentracao sérica de uréia, o que pode ser um indicativo de diminuicdo da taxa de
filtracdo glomerular. Porém alguns fatores ndo associados a disfuncéo renal, tais como
hemorragia gastrintestinal, terapia com corticosteroide e dieta rica em proteinas
podem elevar a producéo de uréia (KLEIN et al., 2008).

Nenhum achado clinico importante foi observado na histopatologia do figado,
nao evidenciando, portanto, toxicidade em nivel tecidual do extrato testado.

Na analise histopatolégica dos rins dos animais submetidos ao EEtFP.s.
também ndo foram observadas alteraces significativas, apesar do aumento nos
niveis séricos de uréia. O que sugere que esse aumento causou um dano leve e nédo
foi capaz de alterar a estrutura do tecido.

Para estudos de toxicidade a analise dos parametros hematoldgicos sdo muito
importantes, ja que o sistema hematopoético € bem sensivel a atividades de agentes
toxicos. As analises hematolégicas sao realizadas com direcionamento para 0s
eritrocitos (hemacias), leucocitos e trombdcitos.

A exposicao ao EEtFP.s. levou a uma diminuicdo significativa dos seguintes
parametros: HCM e numero de leucécitos. Assim como foi observada elevacdo do
hematocrito e do VCM, porém ambos os resultados estdo dentro da faixa de

parametros normais, o que ndo demonstra significado clinico.
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Os indices dos 6rgdos sdo importantes indicadores fisiopatolégicos
relacionados ou ndo a injdria causada por alguma substancia em animais e humanos
(VAGHASIYA; SHUKLA; CHANDA, 2011). A andlise do indice dos 6rgdos demonstrou
que houve diminuicdo significativa no indice do figado do grupo tratado com o
EEtFP.s. em relacdo ao grupo controle. Porém ndo houve alteracdo enzimatica
especifica para este 6rgdo e nem achados histopatoldgicos que corroborem com este
resultado, o que demonstra auséncia de significado clinico.

Esse estudo expde, portanto, informacdes relevantes acerca da toxicidade do
EEtFP.s., o que indica a necessidade de estudos pré-clinicos adicionais em vista da

escassez de informacéao na literatura sobre a planta estudada.
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6 CONCLUSOES

De acordo com os estudos realizados com o extrato etandélico das folhas de

Piptadenia stipulaceae (EEtFP.s.), pode-se concluir que:

A investigacdo fitoquimica do EEtFP.s. demonstrou a presenca dos
seguintes metabdlitos secundarios majoritarios: taninos, alcaloides,

saponinas, cumarinas, flavonoides e terpenos;

Toxicidade:

De acordo com a taxa de hemdlise frente a eritrocitos de carneiro, o
EEtFP.s. ndo apresentou toxicidade significativa para as concentracdes
testadas.

O extrato estudado ndo apresentou atividade genotoxica nem
mutagénica no ensaio com Allium cepa.

O ensaio utilizando o EEtFP.s. frente a Artemia resultou em uma
toxicidade moderada de acordo com a concentracdo letal média (CLso)
encontrada.

Foi conferida baixa toxicidade aguda ao EEtFP.s., quando o mesmo foi

administrado por via oral em camundongos.
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