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RESUMO

Popularmente conhecida como Sucupira, a Pterodon pubescens Benth é uma espécie vegetal
tipica do Cerrado brasileiro e utilizada por um grande nlimero de pessoas para tratamento
de dores inflamatérias na forma de infusao ou decocto de seus frutos. Diante da escassez de
respostas consistentes sobre a seguranca de sua utilizacdo, este trabalho avaliou a
toxicidade ndo clinica, em testes in vivo e in vitro, do extrato bruto diclorometéanico (EBD) e
dos isbmeros 6a-hidroxi-78-acetoxi-vouacapano-178-oato de metila e 6a-acetoxi-78-hidroxi-
vouacapano-176-oato de metila, estes ultimos, obtidos em uma mesma amostra, a qual nos
referimos neste estudo pela relagdo massa/carga como vouacapanos m/z 404. O presente
trabalho buscou reunir resultados, contribuindo com informacgdes sobre possiveis riscos
associados ao uso popular e respaldando futuras investigacdes para desenvolvimento de
produto fitoterdpico. Os estudos toxicoldgicos foram realizados de acordo com legislacdes
brasileiras vigentes, tendo como base o Guia de Orientagdo de Conduc¢dao de Estudos,
proposto pela Agéncia de Vigilancia Sanitdria, onde se estabelecem as normas para o
desenvolvimento de um medicamento fitoterapico e/ou fitofarmaco, além de documentos
internacionais como protocolos da Organization for Economic Co-operation and
development (OECD). As amostras foram inicialmente testadas em protocolos de toxicidade
aguda oral para determinacdo da menor dose com potencial tdxico, valor que
posteriormente foi utilizado como limite de maior dose no teste de toxicidade com doses
repetidas. Os parametros de avaliagdo toxicoldgica, como: avaliagdo ponderal, andlises
hematoldgicas, bioquimicas, avaliacdo clinica didria e analises anatomopatoldgicas dos
drgaos ao final dos testes, demonstraram que o EBD n3ao demonstrou sinais que inferissem
toxicidade inerente a amostra, mas a ingesta diaria de altas doses (500mg/kg) alterou a
homeostase metabdlica dos animais que manifestaram esteatose microgoticular hepatica.
Resultados bioquimicos e histopatoldgicos dos animais tratados diariamente com os
vouacapanos m/z 404 apontaram para a participacdo destes na toxicidade hepatica de um
animal na maior dose utilizada (300mg/kg) causando hepatotoxicidade aguda. Testes
preliminaresde toxicidade genética in vitro utilizando protocolos de inducdo de cometas em
condi¢cdes alcalinas demonstraram que tanto EBD quanto vouacapanos m/z 404
aumentaram a porcentagem de fragmentacdo de DNA, sem interferir no parametro Tail

moment (relagdo matemadtica que indica o tamanho da cauda em relacdo a porcentagem de



DNA fragmentado). Estes dados indicam que o DNA possa ter sofrido clivagens especificas,
gerando fragmentos maiores e mais concentrados préximos ao nucledide. Apenas os
vouacapanos m/z 404 na concentra¢do de 30ug/mL (23,37+ 3,44) apresentou diferenca
estatistica comparado ao controle celular (ANOVA, p<0,05). Finalmente emteste de Indugao
de micronucleos (MNs), o EBD e os vouacapanos m/z 404 ndo demonstraram potencial
mutagénico. Os dados gerados serdo utilizados para estabelecer as condi¢des experimentais
e as doses a serem utilizados em demais estudos nao-clinicos e clinicos para posteriormente
viabilizar o desenvolvimento e registro de um medicamento fitoterdpico a partir dessa

espécie vegetal.

Palavras chave: Pterodon pubescens. Sucupira. Plantas medicinais. Toxicidade



ABSTRACT

Pterodon pubescens Benth (Sucupira) is a typical Brazilian plant species found in the Cerrado
region widely used in folk medicine for inflammatory disorders. A large number of people
report clinical improvements after ingesting fruit infusion.Considering the lack of consistent
data on safety issues , this study evaluated the non-clinical toxicity of EBD (crude
dichloromethane extract) and vouacapanes obtained from the plant species contributing
with data on risks of therapeutic use. Toxicological studies were performed in accordance
with current legislation, based on the study guide proposed by the Sanitary Surveillance
Agency - ANVISA , which establishes standards for the development of a herbal and / or
phytochemical medicine. The EBD and isomers 6a -hydroxy- 78 -acetoxy- vouacapano - 1768 -
oate and 6a -acetoxy- 78 -hydroxy- vouacapano - 178 - oate (m/z404 ) samples were tested
for oral acute toxicity, repeated dose toxicity , and genotoxicity by the alkaline comet assay
.The toxicological parameters, weight evaluation, haematological and biochemical analysis,
daily clinical and pathological analyzes of the organs immediately after the tests were
considered. The EBD did not show signs that infered toxicity inherent to the sample, but the
daily intake of high doses (500 mg/kg) altered the metabolic capacity of animals inducing
microgoticular steatosis. Results of biochemical and histopathological animals treated daily
with compound m/z 404 pointed to participation of liver toxicity in only one animal at the
highest dose (300 mg/kg) causing acute hepatotoxicity. /n Vitro preliminary tests in comets
induction test in alkaline conditions showed that both EBD and m/z 404 increased the
percentage of DNA fragmentation, but did not affect Tail moment parameter (mathematical
ratio that indicates the size of the tail compared the percentage of fragmented DNA),
indicating that the samples can interact with the genetic material, without demonstrating a
high capacity for fragmentation thereof. Only compoundm/z 404 at 30 pug/mL (23.37 + 3.44)
dose showed statistical significance compared to the control cell (ANOVA, p <0.05). The data
generated will be used to determine conditions for establishing doses to be used in clinical
studies that will further permit the development and registration of a herbal medicinal
product from the plant species.

Key Words: Pterodon pubescens. Medicinal plants.Toxicity
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

CBPI - indice de Proliferacdo Pés-Bloqueio da Citocinese

CFA - Solucdo de antigenos de micobactérias emulsionado em 6éleo mineral
(Freund's Complete Adjuvant)

CHO-K1 — Célula ndo-tumoral de ovdrio de Hamster Chinés (Chinese Hamster Ovary)

C-Myc — Gene regulador da oncogénese que codifica fator de transcricdo em diversos tipos
de cancer.

DMSO - Dimetilssulféxido

EBD — Extrato bruto diclorometanico

EMA — European Medicine Agency (Agéncia Européia de Medicina — érgao fiscalizador)

FDA - Food and drug administration (Agéncia administradora/fiscalizadora de alimentos e
medicamentos nos Estados Unidos)

HCI — Acido cloridrico

HCT — Hematdcrito

HGB — Concentracdo de hemoglobina

I.P.- Via de administracdo intraperitoneal

ICH - International Conference on Harmonization (Conferéncia internacional de
harmonizacdo para registro de produtos farmacéuticos).

IN — Instrugao Normativa

K-562 - Célula de leucemia humana (Human erythromyeloblastoid leucemia)

LMP — Low Melting Point
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m RNA — Acido ribonucléico mensageiro (Transporta informacdo genética transcrita do DNA)
m/z404 — relagcdo massa/carga dos isdbmeros 6a-hidroxi-76-acetoxi-vouacapano-178-oato de
metila e 6a-acetoxi-76-hidroxi-vouacapano-178-oato de metila.

MCH - hemoglobina celular média, ou seja, concentracdo absoluta de hemoglobina por
eritrécito (mean corpuscular hemoglobin)

MCHC - concentracdao de hemoglobina celular média, ou seja, concentracdo média de
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MCV — volume corpuscular médio, ou seja, é o volume do eritrécito médio, sendo calculado
a partir da concentragdo de hemoglobina e eritrécitos totais (mean corpuscular volume)
MMS- metanometilsulfonato (agente clastogénico)

MNs - micronucleos

NaOH — Hidroxido de sédio

NCI -Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos (National cancer institute)

NF-kB - factor nuclear kappa B - complexo proteico que desempenha funcdes como fator de
transcricao

NOAEL — Nivel de dose sem observacgao de efeito téxico (no observed adverse effect level)
OECD — Organizacdo para cooperacao e desenvolvimento da economia (Organization for
economic co-operation and development)

OMS- Organizagdao Mundial da Saude

P. pubescens — Pterodon pubescens Benth

P.A. - Para analise

PGE2 - Tipo de Prostaglandina (Acido graxo com diversas fungdes e estd envolvida
diretamente com a inflamacao)

RCB — contagem total de eritrécitos (red blood cell)

RDC - Resolucdo da Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

RE -Resolucdo

RPMI -meio de cultura de tecidos(Roswell Park Memorial Institute)

SFB — Soro fetal bovino

SNA - sistema nervoso autbnomo

SNA - Sistema nervoso autdnomo

SPF — Specific Pathogen free (livre de patdgenos especificos)

SUS — Sistema Unico de Saude do Brasil

V.0. — Via de administragdo oral

WBC -contagem total de leucdcitos (white blood cell).
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1 INTRODUCAO

Dentro do contexto de produtos naturais, as plantas medicinais sdo
significativamente exploradas como alternativa para auxiliar terapias convencionais ou
substituir medicamentos no tratamento de varias doengas (Cragg & Newman, 2013). Dentre
os inUmeros problemas que a humanidade busca solucionar com o uso de plantas e seus
derivados, destaca-se o alivio da dor, definida por Casey (1999) como uma experiéncia
consciente que inclui componentes caracteristicos, afetivo-motivacionais e cognitivos que

produzem uma sensacao unificada inerente a cada individuo.

Entre outros fatores, a preferéncia pelo uso das plantas medicinais decorre de
sua facilidade de obtencdo e do baixo custo. Porém, sabe-se que as plantas apresentam
ampla diversidade de metabdlitos secundarios com diferentes atividades bioldgicas, que
justificam a necessidade de um profundo conhecimento sobre suas propriedades
farmacoldgicas e toxicoldgicas, além da padronizacdo de formula¢des,que garantam a
reprodutibilidade entre lotes utilizados e consequentemente a seguranca de quem faz seu

uso (Simdes et al., 2010; Newman et al., 2015).

Estima-se que em 2009 cerca 65% da populagao mundial fazia uso de produtos
obtidos de plantas medicinais como forma primdria de tratamento, fato que corroborou na
descoberta e desenvolvimento de novos farmacos (Cragg et al., 2009). Neste periodo, cerca
de 10% dos farmacos na lista de medicamentos essenciais da Organizacdo Mundial da Saude

(OMS) eram exclusivamente de origem vegetal (Sahoo et al., 2010).

.Apesar do dominio da sintese quimica, as pesquisas para a utilizacdo adequada
de produtos naturais como agentes terapéuticos, especialmente os derivados de plantas,
seguem crescentes. Aproximadamente metade das aprovacdes de novos medicamentos no
mercado tem estruturas relacionadas a compostos presentes em produtos naturais. Isto se
explica devido as estruturas quimicas complexas e com atividades farmacoldgicas
clinicamente significativas serem atribuidas aos metabdlitos secundarios produzidos por

espécies vegetais (Harvey, 2007; Stratton et al., 2015).

Em 2012, Newman & Cragg (2012) estimaram que aproximadamente 63% dos
farmacos utilizados para o tratamento de cancer eram derivados diretamente ou

indiretamente de produtos naturais. Dados de 2013 reportados pelos mesmos autores
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elevaram essa porcentagem para 65% (Cragg& Newman, 2013). Esses dados subsidiam o
fato de haver um constante e relevante crescimento de publicagcdes nessa linha de pesquisa

nas principais revistas cientificas das areas quimica e farmacoldgica (Cragg et al., 2009).

Uma vasta biodiversidade do territério brasileiro permite que o pais estabeleca-
se de maneira estratégica para desenvolver a exploracdo racional e sustentada de novos
metabdlitos com valor terapéutico (Hansen et al., 2010). Na verdade, cerca de 10.000
trabalhos neste ambito foram publicados por brasileiros em revistas cientificas

internacionais entre 2011 e 2013 (Dutra et al., 2016).

Vale ressaltar que no Brasil, a populagdo tem uma latente tradicao do uso
popular de plantas medicinais para o tratamento de diversas doencas, isso se deve ndo sé a
biodiversidade como também ao potencial econdmico da flora brasileira, que ja eram
descritos em inventdrios desde 1886, testemunhando a riqueza dos biomas e o potencial

medicinal atribuido as muitas espécies (Jacobson et al., 2005; Dutra et al., 2016).

Segundo o Sistema de Informacdo Sobre Biodiversidade Brasileira (SiBBr), o
Brasil, pais que ocupa cerca de metade do continente sul-americano, apresenta uma notdvel
diversidade climatica, o que determina uma multiplicidade de espécies e uma ampla
diversificacdo da flora, fauna e microrganismos presentes em seis importantes biomas,

conforme representado na Figura 1.

Figura 1 — Mapa representativo dos biomas brasileiros
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O Cerrado, bioma que representa ricamente nossa biodiversidade é segundo
maior da América do Sul e compreende aproximadamente 24% do territorio brasileiro. Tem
por caracteristicas a baixa fertilidade do solo e predominio de uma longa estacdo seca, que
condicionam o desenvolvimento de um tipo peculiar de vegetagdao, muito atraente pela
variedade em espécies medicinais e pela beleza dos aspectos estéticos que apresenta (Ferri,
1969). Além disso, possui um elevado potencial aquifero, por concentrar as nascentes das

trés maiores bacias hidrograficas: Amazoénica/Tocantins, Sdo Francisco e Prata (SiBBr 2016)

Também é cendrio de grande importancia social por fornecer recursos para a
sobrevivéncia de comunidades e grupos que sdo detentores de conhecimentos tradicionais
de sua biodiversidade como é o caso dos babacueiros, ribeirinhos, indigenas e quilombolas
(http://www.mma.gov.br/biomas/cerrado). Faz parte deste bioma o nosso objeto de estudo,

a espécie Pterodon pubescens Benth.

A espécie Pterodon pubescens Benth (Sucupira) tem sido objeto de estudo em
nosso grupo de pesquisas desde 1998, periodo em que diversas investigacdes no ambito
fitoquimicos foram realizadas com o intuito de avaliar diferentes extratos, de diversas
procedéncias, teores de compostos diterpénicos e suas respectivas atividades
farmacoldgicas, especialmente o potencial anti-inflamatério, analgésico e antiproliferativo
(Denny, 2002; Spindola, 2006; Spindola et al., 2009; Spindola et al., 2010; Servat et al., 2010;
Grando, 2013); entretanto , nenhum estudo toxicolégico ndo clinico havia sido realizado

para esta espécie, o que tornou ainda mais relevante os resultados obtidos.
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O género Pterodon (familia Fabaceae, subfamilia Faboideae) é nativo do Cerrado

brasileiro com transi¢do para a floresta semidecidua da Mata Atlantica nos estados de Minas

Gerais, Sdo Paulo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Tocantins, Goias e Piaui (Carvalho, et

al.,, 1999). Compreende quatro espécies: Pterodon abruptus Benth.,Pterodon apparucuri

Pedersoli, Pterodon polygalaeflorus Benth e Pterodon pubescens Benth. (sinonimia -

Pterodon emarginatus Vog.), que sdo conhecidas popularmente como sucupira-branca, fava-

de-sucupira ou sucupira-lisa (Dutra et al., 2016).

Conforme dados obtidos através do SiBBr, existem 2197 ocorréncias desse

género registradas em territério brasileiro, destas, 781 estdo georreferenciadas conforme

representado pelos pontos vermelhos no mapa da Figura 2.

Figura 2 — Mapa de ocorréncias do género Pterodon no Brasil
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O género reune espécies cujas arvores sdo de porte médio, intolerante ao
sombreamento e caracteristicas de terrenos secos e arenosos. Podem atingir até 16 metros
de altura, dependendo da espécie. Apresentam copa piramidal rala, folhas inopinadas
compostas com inflorescéncias terminais tipo paniculo, tronco com casca lisa branco-
amarelada e raizes que podem formar expansGes de reserva. As diferentes espécies
florescem em diferentes épocas, sendo que a Pterodon pubescensfloresce nos meses de
setembro e outubro, com frutificagdode outubro a novembro (Lorenzi & Matos 2008). A
morfologia do fruto é eurispérmica, variando entre ovdide, oblonga, eliptica e oblongo-
eliptica, com uma Unica semente envolta em substancia oleosa em capsula fibrosa (Figura 3)

(Ferreira, 2001).

As espécies pertencentes ao género Pterodon demonstram alto potencial
terapéutico e inUmeros estudos atribuem ao género algumas propriedades farmacoldgicas,
como antirreumatica, analgésica, anti-inflamatdria e anticancer, correlacionadas a presenca
de compostos terpénicos (Ribeiro, 2015). Na medicina popular, as espécies sdo utilizadas na
forma de decocto ou infusdo aquosa das raizes, casca e frutos contra varias doencas,
especialmente dores associadas a inflamacgdes ou traumas. O extrato alcodlico, preparado a
partir dos frutos, também ¢é popularmente administrado como remédio (Sabino et al.,

1999a).

Figura 3 — Ilustracdo da espécie Pterodon pubescens Benth e seus frutos

Fonte: Adaptado de Servat 2012
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Estudos fitoquimicos com espécies pertencentes ao género Pterodon
demonstraram a presen¢a de compostos alcaldides (Torrenegra et al., 1989) e triterpenos
(Moraes et al., 2012) nas cascas da planta. No dleo dos frutos encontrou-se isoflavonas,
triterpenos (Marques et al., 1998) e diterpenos (Fascio et al., 1976; Arriaga et al., 2000;
Denny, 2002, Servat, et al.; 2012; Braz-Filho & Gottlieb, 1970). No dleo essencial, obtido das
folhas,identificaram-senove hidrocarbonetos sesquiterpénicos, sendo majoritarios o y-
umuroleno e o biciclogermacreno. O estudo fitoquimico do extrato etandlico das folhas
permitiu o isolamento da mistura dos ésterdides estigmasterol e B-sitosterol (Dutra et al.,

2009; Santos et al., 2010).

2.2. A espéciePterodon pubescens Benth

2.2.1. Relatos de estudos de eficacia

As primeiras investigacOes dessa espécie foram motivadas pelo uso
etnofarmacoldgico aliado a comprovacao da atividade anti-cercariana do éleo obtido dos
frutos (Mors et al., 1996) em que o composto 14,15-epoxigeranilgeraniol e seus derivados
foram associados com atividade protetora contra a penetracdo de cercdrias de Schistosoma

mansoni, quando aplicados topicamente na cauda de ratos (dos Santos Filho et al., 1972).

Seu uso popular ja foi relatado através de estudo etnobotanico em 30 cidades do
interior de Minas Gerais, onde a populacdo fazia uso do cha para tratamento de
reumatismo, dores de garganta, problemas da coluna, como tonico e depurativo, além do

uso como anti-inflamatadrio e analgésico (Carvalho et al., 1999; Dutra et al., 2016).

Na literatura, encontram-se descritas diversas atividades farmacoldgicas,
especialmente as atividades antinociceptiva, anti-inflamatédria, anti-edematogénica, anti-
artritica, antiproliferativa, antiplaquetaria, confirmando a légica do uso popular da planta
(Coelho et al., 2001; Denny, 2002; Vieira et al., 2008; Calixto et al., 2007; Spindola et al.,
2009; Spindola et al.,2010; Spindola et al.,2011; Servat et al., 2012; Nucci-Martins et al.,
2015).

Os metabdlitos, bem como as atividades farmacoldgicas de extratos, fracées e

compostos comegaram a ser pesquisados quase que simultaneamente. Alguns autores
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sugerem que 0s vouacapanos (Tabela 1) (Ester 6a-hidroxi-78-acetoxi-vouacapano-178-oato
de metila; Ester 6a-acetoxi-768-hidroxivouacapano-178-oato de metila e o éster 6a ,768-
diidroxi-vouacapano- 178- oato de metila) e o diterpeno geranilgeraniol (Figura 4) estejam
envolvidos com as propriedades anti-inflamatdrias e antinociceptiva do éleo dos frutos de
Pterodonpubescens(Nunan et al., 1982; Carvalho et al., 1999; Silva et al., 2004, Spindola
et.al, 2009).

Tabela 1 — Esqueleto basico de um diterpeno vouacapano com algumas possiveis
substituicGes em (R) radicais.

Radicais Composto Relagao
R R R P m/z

Ester 6a-hidroxi-76-
OH OAc CO,CH; acetoxi-vouacapano-176- 404 ™ 1
oato de metila

Ester 6a-acetoxi-78-hidroxi-

OAc OH CO,CH; vouacapano-176-oato de 404 "® 2
metila
Ester 6a ,76-

OH OH CO,CH; dihidroxivouacapano- 176- 362 3

oato de metila

A tabela reune os principais vouacapanos que encontram-se em maior concentragdo nos frutos da
espécie e que serdo abordados neste trabalho . OAc = grupo acetdxi ; *A e *B = Isébmeros de
posicdo;m/z = relacdo massa/carga do composto, em andlise por espectrometria de massas

Figura 4- Estrutura molecular do diterpeno geranilgeraniol
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Quatorze diterpenos furanicos foram identificados e isolados dos frutos do
género Pterodon. O vouacapano, 6 -7 f-diidroxi-vouacapanol7 - oato de sédio, foi isolado e
sua atividade anti-inflamatdria demonstrada através do teste de edema de pata induzido por
carragenina (Carvalho, et al., 1999). A atividade antinociceptiva do vouacapano também foi
estudada por Duarte ecolaboradores (1996), sugerindo uma possivel acdo catecolaminérgica

desse composto.

No intuito de comprovar o uso popular da PterodonPubescens,Sabino et al.
(1999a) avaliaram o extrato hidroalcodlico dos frutos em estudo de artrite induzida por
colageno. Estes autores observaram que apds administracdo oral de doses didrias, uma
eficiente reducdode danos para o tratamento profildtico e curativo da artrite em
camundongos. Tais resultados relacionaram a atividade anti-inflamatdéria do extrato
hexanico a presenca de terpenos, sugerindo que a atividade estivesse relacionada a inibicao
da liberagao de prostaglandinas e outros mediadores envolvidos no sistema cininas. Assim,
forneceram argumentos cientificos para o uso popular e posteriores estudos da espécie

(Carvalho et al., 1999).

O potencial anti-inflamatério da fracdo hexanica também foi comprovado em
modelo de artrite induzido pelo Adjuvante Completo de Freund(CFA) e em modelo de
pleurisia induzido por carragenina. A bioquimica hematoldgica e histoldgica indicou
decréscimo na glicose, colésterol e niveis de triglicérides e reducao do numero total de

leucécitos e células mononucleares (Hoscheid et al., 2013).

Em testes envolvendo a avaliagdo antinociceptiva de extratos e fragdes obtidos
dos frutos de Pterodon pubescens, novamente foram obtidas correlagdes positivas entre
atividades farmacoldgicas e presenca de compostos diterpénicos. Assim,uma maior
atividade antinociceptiva foi verificada em fracdes com compostos majoritarios derivados
vouacapanos e ndo-vouacapanos (Coelho et al., 2005). Ao composto geranilgeraniol foram
atribuidas diversas atividades como: antiedematogénica (Silva et al., 2004); antiagregante
plaquetaria correlacionando a inibicao da ciclooxigenase na cascata de coagulacdo sanguinea

(Calixto et al., 2007); atividade tripanossomiada contra T. cruzi. (Menna-Barreto et al; 2008).

Dutra et al. (2009) demonstraram a atividade cicatrizante da fracdo hexanica,
obtida das sementes de P. emarginatus no tratamento de queimaduras cutaneas em

coelhos. Além da fracdo hexanica, rica no composto acido 6a,76- diidroxi-vouacapano-17-
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dico, foi demonstrada a acdo cicatrizante do 6leo essencial, possivelmente atribuida aos
compostos biciclogermacreno, trans-cariofileno e a-humuleno. Artigos também relataram
efeito antiespasmaddico do dleo essencial dos frutos (Leonhardt et al. 2010) e a eficacia
analgésica e anti-inflamatdria do vouacapano 6a,78-diidroxi-vouacapan-1768-dico, isolado do

extrato hexanico da Pterodonemarginatus (Galceran et al., 2011).

Investigando a sub-fragdo terpénica contendo farnesol, geranilgeraniol e
derivados vouacapanicos, Pereira et al. (2012) observaram a inducdo de apoptose em células
humanas de leucemia mielogénica cronica da linhagem K-562. A agdo anti-leucémica foi
relacionada a inibicdo das vias de sinalizacdo das ERKs, NF-kB e c-myc resultando na reducao
da expressdo da ciclina E2 mRNA. A atividade supressora de linfécitos T e B, relacionada a

atividade anti-inflamatdria do extrato etandlico foram relatadas por Cardoso et al. (2008).

O extrato oleaginoso diclorometanico, testado in vivo em protocolos de
nocicep¢do, demonstrou significativa inibicdo nas duas fases do teste da formalina e
efetivamente, inibiu a hiperalgesia mecanica e térmica na dor pds-operatdria em modelos

animais (Nucci et al., 2012)

Nosso grupo de pesquisa iniciou suas atividades com a espécie Pterodon
pubescens Benth em 1998. Desde entdo, realizou investigacdes fomentando a pesquisa com
dados relacionados aos mecanismos da eficacia farmacolégica, atividade anticancer in vitro,
(Spindola, 2006; Spindola et al., 2009; Spindola et al., 2010), parametros de qualidade e
reprodutibilidade (Servat et al., 2010; Grando, 2013; Cabral, et al., 2012; Lioret, 2014) além

de estudos sobre aspectos toxicolégicos (Denny, 2002).

Denny (2002) demonstrou que o 6leo de Pterodon pubescens, obtido por
prensagem dos frutos, apresentou acdo anti-inflamatéria quando avaliado em modelo de
edema de pata e em modelo de edema de orelha em camundongos, incluindo grupos de
animais adrenalectomizados, sugerindo que a acdo do d6leo seria independente da liberacdo
de corticoides enddgenos. A acao antinociceptiva foi evidenciada no teste de placa quente,

onde o tratamento com d6leo dobrou o tempo para reac¢do ao estimulo nociceptivo.

Spindola (2006) avaliou os efeitos do extrato bruto diclorometanico dos frutos
em protocolos de atividade antinociceptivas, utilizando os modelos de nocicepcao de

contorgdes abdominais induzidas por acido acético, placa quente e algesia produzida pela
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injecdo subplantar de formalina, concluindo que o extrato bruto mostrou atividade superior
comparada a do 6leo extraido por prensagem dos frutos, sugerindo que os compostos com

potencial antinociceptivo foram extraidos pelo solvente diclorometano.

Demonstrada a a¢dao do extrato diclorometanico, Spindola (2006) deu
continuidade aos estudos com o fracionamento do extrato bruto por cromatografia em
coluna filtrante, originando duas fragdes ativas: 1) fracdo com os componentes majoritarios
geranilgeraniol e 6a-acetoxi-78-hidroxi-vouacapano e 2) fracdo livre do composto
vouacapanico. Ambas apresentaram efeitos antinociceptivos, no entanto quando
comparadas ao extrato bruto de origem demonstraram menor eficacia, o que sugeriu uma
possivel atividade sinérgica entre os compostos (Spindola, 2010a). Os mecanismos da acdo
antinociceptiva dos compostos geranilgeraniol e éster 6a,78-diidroxi-vouacapano-178 oato
de metila foram relacionados aos sistemas serotoninérgicos e imidazélicos (Spindola et al.,

2010 b)

Os fracionamentos foram biomonitorados em teste in vitro antiproliferativo em
cultura de células tumorais onde os compostos éster 6a,768-diidroxi-vouacapano-176-oato
de metila, 6a-acetoxi-76-hidroxi-vouacapano, e 6a,768-diidroxi-vouacapano-176-metilenol
demonstraram atividade citocida com grande seletividade e concentra¢ao dependente, para

linhagem de tumor humano de préstata (PC-3) (Spindola et al., 2009).

Servat (2010), dando continuidade as pesquisas com a espécie, realizou estudos
de estabilidade do extrato bruto diclorometanico e fragdes ativas, ambas submetidas a
estudos de microencapsulacdo, e concomitantemente verificou a eficacia farmacolégica. Ao
longo do trabalho, constatou que o extrato bruto diclorometanico microencapsulado
reproduziu sua atividade farmacoldgica com maior poténcia quando comparado ao extrato
livre. O estudo de estabilidade foi realizado de acordo com os protocolos preconizados pela
ANVISA. Foram avaliadas as amostras livres e microencapsuladas no tempo 0 e apds 180 dias
de exposicdo continua a condi¢cdes de temperatura e umidade desfavoraveis. No mesmo
trabalho, foram isolados e avaliados dois vouacapanos, isdbmeros de posicdo, éster-6a-
hidroxi-78-acetoxi-vouacapano-176-oato  de metila e  ésterba-acetoxi-76-hidroxi-

vouacapano-176-oato de metila (Compostos 1 e 2 da Tabela 1).

Baseando-se no uso popular da espécie e procurando mimetizar as condicoes

para validacdo de seu uso etnofarmacoldgico, Grando (2012) investigou eficacia
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antinociceptiva e anti-inflamatdéria do extrato aquoso, corroborando com seu uso popular.
Os resultadosobtidos com o extrato aquoso apresentaram menor intensidade quando
comparado ao extrato diclorometano, que também foi avaliado em modelo de artrite
induzida por CFA demonstrando eficacia inespecifica, atuando em diferentes vias da doenca

simultaneamente.

Lioret, (2014), avaliou parametros relacionados a padronizagdo do insumo
vegetal estudando o efeito do calor sobre o processo de formacdo e degradacdo dos
componentes vouacapanos nos frutos e sua influéncia sobre a atividade antiproliferativa in
vitro em células tumorais de préstata (PC-03). Neste estudo,sugeriu-se a participacdo do
diterpeno aciclico geranilgeraniol como possivel precursor da formacdo dos demais
vouacapanos apds observar o aumento dos teores de vouacapanos aliado ao decréscimo do

geranilgeraniol.

No intuito de avaliar qualidade, facilitar certificacdo e o controle de qualidade,
Cabral et al. (2012) desenvolveram metodologias de impressao digital simples, rapidas e
eficientes para caracterizar amostras aplicaveis ao controle de qualidade e certificacdo de

autenticidade e origem da espécie.

Além do conhecimento etnofarmacolégico, comprovacao de eficacia
farmacoldgica da espécie Pterodon pubescens e do investimento em métodos que
certificassem a qualidade e reprodutibilidade, tornou-se imprescindivel estudos sobre a
seguranca e toxicidade da mesma, evitanto assim, possiveis danos a salde de quem faz uso

dessa espécie vegetal.

2.2.2. Relatos de estudos de toxicidade

Os primeiros dados sobre a toxicidade da espécie foram publicados por Sabino et
al. (1999a) que realizaram estudo de toxicidade subaguda do extrato etandlico dos frutos de
Pterodon pubescens em camundongos com artrite induzida por coldgeno. Neste estudo o
extrato reduziu o indice de artrite sem provocar nenhum efeito téxico. Posteriormente esses

dados foram confirmadas por Coelho et al. (2001)

Estudos de citotoxicidade em células mononucleares de sangue periférico e

mutagenicidade em cepa de bactéria Salmonella, realizados com o éleo do fruto de Pterodon



34

pubescens por Sabino et al. (1999b) forneceram dados comprobatérios para classificar o
6leo do fruto da espécie como ndo citotdxico, ndo-mutagénico e sem potencial de toxicidade
aguda, considerando que as doses utilizadas nos estudo foram substancialmente superiores

as doses utilizadas empiricamente pela populagao.

Em ensaio toxicoldgico realizado com o dleo dos frutos, Denny (2002) observou
que ratos tratados pela via subcutanea, por 14 dias, na dose 30 mg/kg, ndo apresentaram
alteracdes no ganho de peso. Ja nas doses de 100 e 300 mg/kg observou-se reducdo no
ganho de peso de 50 e 75% respectivamente. Na dose de 300 mg/kg foram observadas ainda
gastrite, discreta nefrite intersticial e vacuolizacdo de hepatdcitos. Efeitos adversos como
estes, sdo também observados com o uso de anti-inflamatérios ndo ésteroidais, que por
inibicdo da sintese de prostaglandinas podem ocasionar danos graves, hipotese que

corrobora com dados ja descritos por Calixtoet al., (2007).

Além de investigar o potencial farmacolégico de Pterodon pubescens, Spindola
(2006) submeteu o extrato bruto diclorometanico ateste hipocratico, modelo que permite
observar a toxicidade aguda e possiveis mudangas comportamentais. Os tratamentos, por
via intraperitoneal, nas doses 30, 100, 300 e 1000 mg/kg, ndo demonstraram alteracdes
significativas nas caracteristicas gerais dos animais, quando observados por um periodo de

trés horas.

De acordo com Assuncdo et.al. (2015), que investigaram o potencial mutagénico
in vivo com o ¢6leo dos frutos da Pterodon emarginatus, ndao foram observados efeitos
significativos sobre a frequéncia e eritrdcitos micronucleados, sugerindo ndo haver potencial

atividade citotdxica e mutagénica.

2.3. Plantas medicinais e diretrizes que norteiam seus estudos

I”

A crenca de que o “natural ndo faz mal” e que plantas medicinais ou produtos
fitoterapicos sejam isentos de riscos a saude, faz parte da bagagem cultural da nossa
populacdo. Porém o potencial téxico, a diversidade de respostas fisioldgicas para cada
individuo, a possibilidade de contaminacdo, como o desvio de qualidade de produtos,

constituem fatores de risco que induzem a ocorréncia de reacOes adversas, intoxicacdes e
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outras complicagGes decorrentes do uso indiscriminado e deficiente de informagdes (Lanini,

et al.; 2009).

Esta preocupacdo se acentua ainda mais quando se constata que as mais
variadas espécies de plantas, consideradas medicinais, sdo comercializadas livremente em
mercados populares ou pela internet com apelos de cura para quase todos os males

(Bochner et al., 2012).

Assim como em diversos lugares do mundo, no Brasil, os cuidados primarios da
salde estdo muitas vezes associados ao uso de plantas medicinais, especialmente para a
populagdo que se depara com dificuldades em encontrar ou mesmo adquirir medicamentos

convencionais e prescritos eticamente (Carvalho et al., 2011).

Desde 2006, o Ministério da Saude do governo brasileiro definiu politicas
nacionais sobre o uso de medicamentos a base de plantas na Politica Nacional de Praticas
Integrativas e Complementares (MS, 2015) e na Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos (MS, 2006). Estes documentos, juntamente com as diretrizes continuamente
revisadas pelos érgdos fiscalizadores, incentivaram a investigacao sobre o desenvolvimento
de medicamentos a base de produtos naturais além de criar um apelo para a protecdo da
biodiversidade e promover um maior acesso a tratamentos seguros e eficazes (Carvalho et
al., 2011). Além disso, levaram a inclusdo de plantas medicinais para o Sistema Unico de
Saude do Brasil (SUS) que passou a prescrevé-las com base em dados etnofarmacoldgicos

(ANVISA, 2011).

No Brasil, a ANVISA é o 6rgdo responsavel pelo registro de medicamentos e pela
fiscalizacdo das empresas que os produzem. Esta agéncia realiza o controle sanitario dos
produtos, e normatiza desde a sua producdo até distribuicdo, publicidade, consumo e
descarte. Embora a ANVISA desenvolva normas regulamentadoras que obrigam as industrias
farmacéuticas a apresentarem dados sobre a eficicia e seguranca dos medicamentos a base
de plantas, as informacgdes sdo escassas e muitas vezes contraditdrias e questiondveis. Desta
forma, considera-se que ndo existam dados suficientes que sustentem a correta utilizacao,
tendo como consequéncia um aumento observavel da automedica¢do irresponsavel.

(Carvalho et al., 2011).
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O crescente consumo de fitoterdpicos e produtos obtidos a partir de produtos
naturais levantou preocupagdes sobre a segurancga do seu uso. Para que qualquer substancia
com potencial terapéutico,incluindo as oriundas de produtos naturais, possam ser
comercializadas, registradas como medicamento fitoterdpico ou mesmo investigadas no
ambito clinico, é necessario cumprir critérios minimos de investigacdo ndo clinica que
tenham a capacidade de sugerir seu potencial toxicoldgico e inferir seus reais riscos a saude

(Carvalho et al., 2009).

Seguranca, eficdcia e reprodutibilidade sdo critérios obrigatérios para possibilitar
o registro de fitoterapicos em nosso pais determinado pela Lei 6.360/76 e pela RDC 26/2014,
gue tem como principal objetivo estabelecer os requisitos minimos para o registro e
promover a entrada de medicamentos fitoterapicos com seguranca, eficacia e qualidade, no
mercado brasileiro. Esta resolucdo estd apoiada pela Instru¢do normativa IN 04/2014 que
determina a publicacdo do guia de orientagcdo para registro de medicamento fitoterapico e

registro e notificacdo de produto tradicional fitoterapico.

Para tanto, uma das ferramentas de comprovacao é a tradicionalidade de uso,
preconizada também pela OMS, permitida no Brasil desde a publicagdo da RDC n2 17/2000,
revogada pela RDC n2 48/2004 e depois pela RDC n? 14/2010. A nova RDC n° 26/2014 que
substitui a RDC n°14/2010, determinou a divisdo dos fitoterdpicos em dois grupos:
medicamento fitoterdpico e produto tradicional fitoterapico. O primeiro deve comprovar sua
seguranca e eficacia por meio de estudos nao clinicos e clinicos podendo apresentar registro
simplificado, o segundo cendrio comprova a seguranca e efetividade através do registro de
uso em literatura técnico-cientifica e podera apresentar registro simplificado ou notificacao

(ANVISA, 2014).

Existe ainda o guia para conducdo de estudos nao clinicos de seguranca durante
o desenvolvimento de medicamentos e, embora este ndo se refira diretamente aos
fitoterapicos, trata do assunto que envolve a pesquisa de medicamentos de uma forma
ampla, muito detalhada e com argumentacdo mais concreta e atualizada. O guia foi
publicado em Janeiro de 2013 com novas orientacées, versando inclusive sobre a
possibilidade do pesquisador/instituicdo comprovar a seguranga de medicamentos por
outros estudos cientificos tecnicamente mais vidveis onde os dados apresentados devem ser

avaliados pela ANVISA, além disso, deixa explicito que o uso de métodos alternativos in
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vitroem substituicdo a estudos in vivo, desde que validados e aceitos internacionalmente,

sdo recomendados (ANVISA, 2013)

A elaboracdo do guia foi baseada em documentos de agéncias reconhecidas pela
vigilancia sanitaria de medicamentos (FDA, EMA), e de instituices de interesse na area (ICH,
OECD, NCI, OMS), visando uma maior harmonizacdo com a regulamentacdo internacional.
Além disso, o guia também tem a inten¢do de racionalizar estudos nao clinicos, evitando
duplicidades e utilizacdo desnecessaria de animais sem que isso possa comprometer a
obtencdo e a confiabilidade de informagdes referentes a seguranga da substancia a ser

testada(ANVISA, 2013; Dutraet al., 2016).

2.4. Estudos de toxicidade para fitoterapicos

O uso de plantas medicinais no alivio de qualquer moléstia é uma pratica antiga
das atividades humanas. A OMS traz recomendac¢des a difusdo dos conhecimentos
necessarios ao uso das plantas medicinais, que embora sejam popularmente consideradas
terapéuticas, frequentemente possuem propriedades toxicas desconhecidas pela populacao.
Entretanto, a utilizacdo da medicina informal ou popular é bastante difundida no Brasil,
onde algumas plantas consideradas medicinais sdo comercializadas livremente (Bochner et

al., 2012).

A toxicidade de uma substancia para um organismo vivo pode ser considerada
como a capacidade de lhe causar dano grave ou morte. Vale lembrar que toda substancia,
segundo os principios da toxicologia, pode ser considerada um agente téxico e depende das
condicdes de exposicdo (doses administradas e consequentemente o quanto foi absorvido),
tempo e frequéncia de exposicdo (doses Unicas ou repetidas), bem como as vias de

administracdo envolvidas (Barros& Davino, 2014).

Existem dois tipos de efeitos adversos que podem ocorrer quando se trata de
plantas medicinais. O efeito adverso intrinseco, relacionado diretamente a toxicidade
inerente da espécie, uma dose inadequada (superdosagem) ou mesmo a interacdo com
outras substancias. O efeito adverso extrinseco esta relacionado a erros de identificacdo da
espécie, falta de padronizacdo no preparo, contaminacao, substituicio e adulteracdo de

plantas (Calixto et al., 2007).
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Se por um lado qualquer substancia é passivel de produzir danos, por outro, o
uso alicercado em conhecimentos prévios, investigacdes comprobatérias atestando a
auséncia do perigo, permitem o exercicio do uso seguro. Neste cenario, a toxicologia ndo
clinica indica qual o grau de confianca deve ser depositado em um medicamento a ser
administrado a espécie humana. Esses estudos devem seguir protocolos oficiais e guardar
relacdo dose-efeito satisfatorios para permitir determinar a relagao causa-efeito (Simoes,

2010)

A avaliagdo toxicoldgica permite determinar a capacidade que uma substancia ou
extrato, tem de produzir injurias a um organismo, usando como meios de observa¢dao os
efeitos provocados, sinais diferenciados de comportamento ou alteracbes fisioldgicas
mensurdveis, entre outros. Assim consegue-se determinar o potencial de toxicidade. Uma
das formas de proceder a avaliagdo toxicolégica ndo clinica é através da administracdo de
concentragdes ou doses conhecidas de uma amostra avaliadas com células ou animais,
podendo ser avaliado efeito de doses agudas, de administracbes repetidas, efeitos
citotéxicos e até genotdxicos, mutagénicos e carcinogénicos dependendo do tempo de

exposicdo (Turmina, 2012).

Segundo o 6rgdo de regulamentacdo sanitaria americano Food and Drug
Administration (FDA), os principais objetivos da avaliacdo da segurang¢a nos ensaios ndo
clinicos sdo :caracterizar os efeitos tdxicos relacionados ao drgdo alvo, determinar dose
dependéncia, tempo de exposicao, bem como avaliar a possibilidade de reversibilidade dos

efeitos e tempo em que os sinais de toxicidade aparecem e desaparecem.

Os estudos nao clinicos para determinacdo de toxicidade aguda sdao conduzidos
com o uso de animais roedores, sendo as espécies mais utilizadas os camundongos e os
ratos. Normalmente utilizam-se fémeas devido a maior sensibilidade relatada em relacao
aos machos. No entanto, se o conhecimento prévio das propriedades farmacoldgicas e/ou
toxicolégicasda substancia indica a necessidade do uso dos machos, estes entdo devem ser

utilizados (ANVISA, 2013; Barros & Davino, 2014).
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2.4.1. Estudos de toxicidade aguda

Os testes de toxicidade aguda sdao aqueles utilizados para avaliar a toxicidade
produzida por uma substancia teste quando esta é administrada em uma ou mais doses
durante um periodo nao superior a 24 horas, seguido de observagdo dos animais por 14 dias

ap6s a administragdo (ANVISA, 2013).

Trata-se de uma etapa inicial para a avaliagdo do perfil toxicolégico de uma
amostra, dando indicacdes dos efeitos produzidos quando doses excessivas sdo
administradas, bem como sugerindo o mecanismo de toxicidade envolvido. O método de
avaliacdo e classificacdo de toxicidade aguda é estabelecido em protocolos estabelecidos
pelaOrganizacdo para Cooperacdo e desenvolvimento da Economia (OECD) e Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA), permitindo observar a toxicidade aguda através de

verificacOes das alteragcdes comportamentais e biométricas (OECD, 2001; ANVISA, 2013).

Esses estudos caracterizam a relagdo dose-resposta que por meio de
probabilidades estatisticas, sugeridas em documentos protocolares como OECD-420 e OECD-
423, que propdem administracao de doses fixas, permitam estimar a dose que provoque o

Obito de 50% da populacdo testada (DLsp).

A toxicidade sistémica pode ser identificada através da diminuicdo do peso
corporal dos animais e por alteragdes no consumo de agua e ra¢do (Cunha et al., 2009), além
de sinais comportamentais como prostracdo, apatia e a presenca de pelos ericados. Segundo
Lapa et al. (2010), a toxicidade sistémica também pode ser identificada por meio das
alteracdes relacionadas a massa relativa dos érgdos, sendo importante para a avaliacdo da

toxicidade de uma determinada substancia nociva ao organismo.

2.4.2. Estudos de toxicidade comdoses repetidas

Os estudos de toxicidade de doses repetidas permitem caracterizar o perfil
toxicolégico da substancia pela administracdo repetida diariamente. A partir deles é possivel
obter informagdes sobre os efeitos toxicos, fisioldgicos, hematoldgicos, bioquimicos,
anatomo e histopatoldgicos, além de informacées sobre a indicagdo do menor nivel de dose
com observacdo de efeito toxico(LOAEL) e o nivel de dose sem observacdo de efeito téxico

(NOAEL). Este ensaio apresenta informacoes acerca dos efeitos toxicos principais, indicando
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drgdos-alvo e possibilidade de acimulo no organismo, além de prover uma estimativa dos
niveis de doses que poderdao ser empregados em futuros estudos clinicos (OECD,

1998b;ANVISA, 2013)

A duragdo destes estudos é de no minimo 90 dias e caracteriza um dos principais
e mais importantes estudos realizados para avaliacdo toxicoldgica, pois permite coletar um
grande volume de informagdes que podem classificar com grandes certezas o perfil da
amostra (Barros & Davino, 2014), além de possibilitar a descoberta de novas potencialidades

do medicamento, corrigir problemas de efeitos colaterais e toxicidade (Limaet al., 2014)

Esses estudos utilizam informacdes prévias, coletadas a partir dos testes de
toxicidade de doses agudas. A maior dose utilizada para administracdo diaria aos animais
deve ser a menor dose que tenha exibido sinais leves de toxicidade no teste anterior.
Também pode ser determinante a observacao de efeitos tdxicos levando a necessidade de
adequar via de administracdo, doses, tempo de exposicdo ou analises complementares

(OECD, 1998 b; Limaet al., 2014).

2.4.3. Estudos de Toxicidadegenética

Os estudos dos processos pelos quais as células sofrem mutagdes, tanto
espontaneamente como por agentes exdgenos, datam do inicio do séc. XX. Mesmo antes da
descricdao da estrutura do DNA, ja existiam evidéncias que os agentes quimicos, fisicos e
biolégicos interagiam com o material genético, resultando em mutagdes (Araldi, et al.,
2015). Existem trés tipos de mutacles: as mutacdes génicas, aberracdes cromossOmicas
estruturais e aberragbes cromossdmicas numéricas. Essas mutacdes estdo intimamente
relacionadas com doencas como as neoplasias, além da participacdo em abortos,
nascimentos de pessoas com anormalidades estruturais, fisiolégicas e mentais (Ribeiro, et

al., 2003).

O genoma humano estd constantemente exposto a agentes que podem danificar
o material genético. Segundo Hoeijmakers (2001), trés categorias principais de agentes ou
mecanismos podem induzir danos ao DNA, sendo elas: radia¢do ultravioleta, produtos de
metabolismo fisiolégico e agentes quimicos com capacidade de ligar-se as bases do DNA,

podendo provocar desintegracdo deste sob condicGes fisioldgicas. O dano genético é causa
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inicial das mutacdes, evento crucial para o aparecimento de carcinomas e outros problemas,
sendo que o principal método para resolugcdo do mesmo é a prevengao (Barros & Davino,

2014).

A inducdo de mutagdo génica é uma das consequéncias da exposi¢ado humana a
agentes genotdxicos que sdo importantes biomarcadores detectdveis de muitas alteracoes
possiveis no DNA, resultantes da atuacao de diferentes mecanismos de reparagao das

quebras nas cadeias (Liao et al., 2009).

As lesGes primdrias configuram as quebras nas cadeias duplas do DNA e tornam-
se fundamentais para a formagado de aberragdes cromossémicas que podem ser induzidas,
ou podem ocorrer espontaneamente, sendo que falhas nos mecanismos de reparacdo
levam, na maioria das vezes, a reunido ndo homodloga do DNA lesado, causando tais

aberracgdes (Ribeiro, et al., 2003).

Estudos dos mecanismos de reparo de DNA pode auxiliar a compreender como
agentes genotoéxicos tornam-se mutagénicos, e como podemos identifica-los, de modo a
reduzir os riscos associados a eles (Maciel et al., 2002). Testes para detec¢do de um
potencial efeito genotdxico de uma amostra podem ser realizados in vitro e in vivo sendo
designados para a deteccdao de compostos que induzem dano genético, como quebra da fita
de DNA, mutacao genética, quebra cromossomal e alteracdao na capacidade de reparo de

DNA (Ribeiro et al., 2003).

Entre os testes de toxicidade genética disponiveis, os testes do cometa e de
inducdo de micronucleos, sdo reconhecidos devido a sua robustez, sensibilidade e poder
estatistico para avaliar quebras de DNA, que podem ser considerados marcas de
mutagenicidade. A associacdo de ambos os testes é a melhor op¢do para avaliar o potencial
mutagénico, ja que sdo altamente sensiveis, simples e permitem detectar rupturas em niveis

cromaticos e cromossOmicos, respectivamente (Araldi, et al., 2015).
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3 PROPOSICAO
A proposta deste trabalho foi avaliar a toxicidade ndo clinica de produtos
oriundos dos frutos da espécie Pterodon pubescens Benth, disponibilizandoa sociedade e a

comunidade cientifica,dados sobre os riscos associados ao uso.

Os objetivos especificos:

. Extrair e fracionar o extrato bruto diclorometanico obtido dos frutos de Pterodon
pubescensBenth.
. Avaliar a toxicidade aguda do EBD e vouacapanos isolados para eleger o melhor

representante a fim de verificar a toxicidade em protocolos de doses repetidas

. Avaliar a toxicidade com doses repetidas do EBD e do vouacapano m/z404 por
administracdo via oral em roedores, tendo como pardmetros andlises ponderais,

hematoldgicas, bioquimicas e histopatoldgicas.

. Avaliar o potencial genotéxico do EBD e do composto m/z404 em protocolo de

inducdo de cometas in vitro em células ndo tumorais CHO-K1.

. Avaliar o potencial mutagénico do EBD e do composto m/z404 em protocolo de

inducdo de micronucleos in vitro em células nao tumorais CHO-K1.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1. Estudos fitoquimicos

Os estudos fitoquimicos foram realizados nas dependéncias do Centro
Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas (CPQBA — UNICAMP), na
Divisdo de Quimica de Produtos Naturais (DQPN), sob supervisdo da Prof2. Dr2. Mary Ann

Foglio.

4.1.1. Material vegetal

Os frutos de Pterodon pubescens Benth, foram coletados na cidade de Ponto
Chique — MG (16237’ 51" S, 452 3’ 57" W) no més de setembro de 2011 e identificados pelo
Prof. Dr. Jorge Yoshio Tamashiro do departamento de Botanica do Instituto de Biologia (IB-
UNICAMP). As exsicatas foram depositadas no Herbario do IB-UNICAMP sob numero 1398 -
1402. O acesso ao patrimonio genético (CGEN) foi autorizado conforme processo

010495/2012-6 e nimero de protocolo 0180220438370291.

4.1.2. Preparagao do extrato bruto vegetal

Devido as caracteristicas adesivas e untuosas do dleo presente nos frutos de
Pterodon pubescens e visando um maior rendimento da extracdao, estes foram limpos e
triturados com auxilio de gelo seco em liquidificador industrial Poli LS-06 e posteriormente

submetidos a extracdo com diclorometano por macerac¢ao dinamica (Figura 5).

Primeiramente realizou-se a extracdo em escala laboratorial com uma amostra
(m =100 g) de frutos triturados, que foram submetidos a extracdo por macerac¢do dinamica
a frio com o solvente diclorometano na proporc¢do de 3:1 de solvente/planta submetidos a
agitacdo mecanica orbital pelo periodo de 2 horas. Apds esse periodo o solvente foi filtrado
utilizando véacuo, fornecendo a fragdo organica. O procedimento foi repetido por mais duas
vezes e posteriormente as trés fracdes organicas foram reunidas, eliminando o solvente
utilizando vacuo em sistema de evaporacdo rotativo Buchi RE 120 a temperatura média de

40 °C fornecendo o extrato bruto.
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Figura 5: Fluxograma das etapas do processo de obtencdo do EBD pelo método de

maceracao dinamica.

Frutos de
P. pubescens

o
e Filtrado 1 *{ EBD 1

\ Extrato 1

Residuo dos
frutos

(2]
1 9 Filtrado 2 —" EBD 2

l Extrato 2
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Residuo dos
frutos

(2)

l e Filtrado 3 ~—{ EBD 3
Extrato 3
Residuo dos

—— Descarte
frutos

o Trituragao com gelo seco o Maceragao dinamica com CH,CI, 3:1 solvente/planta por 2horas

e Filtragdo 0 Reunido dos filtrados e Evaporagéo do solvente

Fonte: arquivo pessoal

Posteriormente, para garantir que todos os testes utilizassem o mesmo lote de
extrato bruto, bem como permitir o isolamento de compostos em maior quantidade,
realizou-se a extracdo em escala piloto (Figura 6), com 1 kg de frutos triturados em
condicBGes descritas anteriormente e extracdo deste com diclorometano em tanque de 8
litros na proporcdo de 3:1 (solvente/planta) com auxilio de agitador pneumatico. Foram
realizadas trés renovacdes do solvente apds 2 horas de agitacdo. O extrato obtido foi filtrado
com o auxilio de funil de Biichner, o solvente evaporado utilizando vdcuo em sistema de
evaporacdo rotativo Buchi RE 120® a temperatura média de 40 °C, conforme

esquema(Figura 5).
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O EBD resultante foi seco em estufa a 302C, sob vacuo, até total evaporacao do

solvente residual.

Figura 6: Obtencdo do EBD em equipamentos da planta piloto.

Fonte: arquivo pessoal

4.1.3. Fracionamento, isolamento e identificagdo de compostos
4.1.3.1. Cromatografia de camada delgada

As andlises qualitativas (monitoramento do extrato bruto e das fra¢des) foram
realizados por cromatografia decamada delgada (CCD), utilizando-se cromatofolhas de
aluminio de 20 cm x 20 cm com fase estacionaria de silica (cromatofolha—aluminio CCF-C/25,
Merck®) com pontos de aplicacdo a 1 cm da margem inferior da placa. Como fase mével foi
utilizada a mistura de acetato de etila/hexano na proporg¢do 60:40. As cromatofolhas foram
observadas sob incidéncia de luz UV, a 254 e 366nm e posteriormente reveladaspor
pulverizacdo com solucdo de acido acético: acido sulfurico: anisaldeido (50:1:0,5), seguida de
aquecimento em estufa a 100 °C, durante 5 minutos. Foram utilizados reagentes e solventes

P.A.

4.1.3.2. Cromatografia em coluna filtrante

A cromatografia em coluna filtrante foi realizada conforme ilustrado na Figura 7,
utilizando-se um funil de placa porosa, preenchido com Silicagel 60° (Merck® 0,063 — 0,200
mm) na proporgdo amostra/fase estaciondria (1:10). O preenchimento do funil com a silica

gel e sua compactacdo foram realizados com o auxilio de um sistema a vacuo. O preparo da
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amostra foi composta por uma mistura de terra diatomdcea e extrato na proporcdo de 1:1. A
coluna foi eluida com gradientes hexano/acetato de etila, conforme Tabela 2, sendo o
volume de eluente utilizado equivalente ao volume ocupado pela silica gel no funil. As
fragbes com perfis cromatograficos semelhantes foram reunidas e as que continham

vouacapanos refracionadas em cromatografia de coluna classica.

Figura 7:Imagem do sitema de cromatografia em coluna filtrante

4

Fonte: arquivo pessoal

4.1.3.3. Cromatografia em coluna classica

As cromatografias em coluna classica foram efetuadas em suporte de vidro
contendo Silicagel 60° (Merck®, 0,063- 0,200 mm) e sua compactacdo foi realizada com
auxilio de vacuo. Utilizou-se a proporcdo de 1:30 (amostra: fase estacionaria) para a
montagem da coluna. A amostra foi composta por uma mistura de terra diatomacea e
extrato na proporgdo de 1:1. A coluna foi eluida com gradientes de hexano/acetato de etila,
conforme Tabela 2 e foram coletadas fracdes a cada 100mL, monitoradas por CCD, até

completa eluigdo dos componentes (Figura 8).
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Figura 8: Imagem do sistema de cromatografia em coluna classica

Fonte: Laboratdrio da Divisdo de Produtos Naturais, CPQBA, 2014

Tabela 2: Gradiente de concentracdo das misturas de solventes utilizados como fase mdvel

para eluir as coluna cromatograficas.

Solvente % Mistura
Hexano 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 -
Acetato de Etila 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 -
Metanol - - - - - - - - - - - 100
4.1.3.4. Andlise dos constituintes quimicos por CG-EM

As fracOes e os vouacapanos isolados foram diluidas em 1 mL de acetato de etila,
na concentracdo de 30mg/mL e analisadas por cromatografia gasosa capilar acoplada a
detector de massas (GC Hewlett Packard 5890°, série Il), diretamente acoplado a um
detector seletivo de massa (Hewlett Packard 5970®), equipado com uma coluna de silica
fundida (WCOT, 30 m x 0.25 mm, DB-1 ou DB-5, ou similares). As condi¢Ges de analise foram:
temperatura de injecdo: 250 °C, temperatura do detector: 300 °C, programa de temperatura:
40 (2min)-240 °C, 5 °C/min, 240-300 °C, 10 °C/min, com ou sem razdo de split 1:100, gas de

arraste He 0,7 bar, 1ImL/min.
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4.2. Estudos in vivo

Para execugao dos testes in vivo, foram utilizados ratos Wistar (HanUnib:WH)
machos e fémeas e camundongos Swiss (Unib:SW) fémeas, com idade inicial de
aproximadamente oito semanas. Os animais, oriundos do Biotério Central do Centro
Multidisciplinar para Investigagdo Biolégica na Area da Ciéncia em Animais de Laboratério
(CEMIB) da Universidade Estadual de Campinas, foram mantidos em gaiolas identificadas em
sala com temperatura controlada (22 + 2 °C, 12h luz/escuro) e aclimatados em laboratdrio

por um periodo minimo de sete dias antes do inicio dos estudos.

Todos os procedimentos experimentais foram realizados em conformidade com
os principios éticos na experimentacdo animal, adotados pelo COBEA — Colégio Brasileiro de
experimentacdo animal e foram previamente aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentagdo Animal da Unicamp (CEEA) sob n23727-1 supervisionadas pela médica

veterinaria Dra. Karin Maia Monteiro.

4.2.1. Analises toxicolégicas em modelos in vivo
4.2.1.1. Toxicidade aguda oral

Para avaliacdo e classificagdo de Toxicidade Aguda adotou-seo método
estabelecido pela OECD 423, que utiliza trés animais, preferencialmente fémeas, por dose
testada, conforme o roteiro proposto pelo fluxograma do préprio protocolo (Figura 9). A
dose de partida foi selecionada a partir de niveis fixos, 5, 50, 300 e 2000mg/kg de peso
corporal, considerando a dose inicial para cada amostra, a mais provavel para produzir

toxicidade.

Grupos de camundongos Swiss fémeas (n=3) foram submetidos a jejum de 9
horas e posteriormente tratados com amostras-teste por via oral, iniciando na dose de 300
mg/kg. Imediatamente apds a administracdo, os animais ficaram em observacdo para
constatacdo de alteragdes fisioldgicas e comportamentais. Foram avaliados clinicamente
(observacdo de possiveis sinais de injuria — Tabela3) por seis horas para determinacdo dos
efeitos agudos ou letalidade. Posteriormente, foram avaliados diariamente pelo periodo de

15 dias.



49

Apds 60 minutos da administracdo das amostras, os animais foram submetidos,
durante 5 minutos, a observacdo no testedo Campo aberto,o qual permitiu uma observacdo
mais criteriosa de alteracdes em atividade locomotora, ambulacdo, exploracdo ou sedacdo.
No 159dia os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical e seus 6rgaos coletados

e avaliados macroscopicamente.

Figura 9: Fluxograma representativo do procedimento do teste de toxicidade aguda oral

(OECD 423) com dose inicial em 300mg/kg.

Dose inicial

5mg/kg 50mg/kg 300mg/kg - 2000mg/kg

3 animais 3 animais 3 animais 3 animais
50mg/kg 300mg/kg 2000mg/kg
3 animais 3 animais 3 animais 3 animais
h
GSH Cat. 1 Cat. 2 Cat. 3 Cat. 4 Cat.5
>0-5 >5-50 >50-300 >300 -2000 > 2000 - 5000

0, 1, 2, 3: Numero de animais que exibem sinais de toxicidade ou numero de obitos.
Cat. - Categoria

GSH - Sistema Global Harmonizado para a classificagdo de substancias quimicas que causam toxicidade aguda.
Animais utilizados por etapa: Camundogo fémea Swiss (Unib:SW) n=3

Fonte: Adaptado do anexo 2c do documento OECD 423, disponivel em :http://www.oecd-ilibrary.org

Tabela 3 : Sinais clinicos observados durante o teste de toxicidade aguda oral

Estimulo Sedacgdo Influéncia em SNA
Agressividade Hipnose Salivagdo
Ambulacdo aumentada Ambulacdo diminuida Piloerecao

Andar em circulos Ptose palpebral Constipacdo
Contorg¢des abdominais Cauda em straub Diarreia
Convulsdo Diminuicdo do reflexo auditivo Cianose

Saltos Lacrimejamento
Tremores Forga de agarrar
Vocalizacao

Fonte: OECD, 423
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4.2.1.2. Teste do campo aberto (Open field)

Para o teste, empregou-se a metodologia de Santos et al. (2005), com
adaptacbes. O protocolo foi adotado como um meio de auxiliar a observacdao dos
parametros de ambulagao, indicativo de estimulo ou seda¢do nos animais. Portanto grupos
de 3 camundongos fémeas (Swiss), provenientes do ensaio de toxicidade aguda, apds 60 min
do tratamento pela via oral com veiculo NaCl 0,9%, EBD e vouacapanos (nas doses citadas no
teste de toxicidade),foram colocados no centro do aparato e o numero de areas percorridas
durante um periodo de 5 minutos foi considerado indicativo de locomogao. O registro dos
campos percorridos foi realizado presencialmente pelo pesquisador e comparados a um

grupo satélite.

O aparato consiste em uma caixa plastica medindo 45 x 45 x 20 cm, com a parte
interna dividida em 9 quadrantes de 15 x 15 cm (Figura 10). O teste avalia a atividade
exploratdria dos animais através dos parametros de movimentagcao espontanea (nimero de

cruzamentos, com as quatro patas, entre as divisées do campo).

Figura 10:Foto do aparato (campo aberto) utilizado para avaliacio de atividade

exploratdria de camundongos

Fonte: Servat, 2010
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4.2.1.3. Toxicidadecom doses repetidaem roedores

Os estudos de toxicidade de doses repetidas tem como objetivo caracterizar o
perfil toxicoldégico da substancia. O estudo foi realizado segundo o guiaOECD 408apds
avaliagdo da toxicidade aguda. O protocolo experimental permite evidenciarefeitos
adversos ainda ndo observados e que podem ser usados na selecdo de doses para estudos

de doses repetidas e para estabelecer critérios de segurancga para a exposi¢cao humana.

Para a avaliacdo da toxicidade do EBD, ratos Wistar n=20 por dose (10 fémeas e
10 machos)foram separados em grupos e acondicionados em gaiolas a cada 5 animais.
Machos e fémeas permaneceram em salas distintas. Os grupos amostra foramtratados pela
via oral com EBD nas doses50, 100 e 500 mg/kg, os grupos veiculo receberam solugdo salina
acrescida do tensoativo utilizado no preparo da amostra (NaCl0,9% + 1% de Tween 80®)no
volume de 2mL/kg de peso corpdreo e grupo satélite(grupo ndo tratado que reflete as

condicdes do ambiente de teste).

Para a avaliacdo de toxicidade dos isdmeros vouacapanom/z404, utilizou-se
camundongos Swissfémeas n=10 por grupo, separados em gaiolas a cada 10 animais,
tratados pela via oral com amostra nas doses 30, 100 e 300 mg/kg, veiculo (Solucdo

NaCl0,9% + 1% de Tween 80®) e grupo satélite (ndo tratado).

Em ambos os testes os animaisreceberam tratamento com as amostras pela via
oral diariamente por um periodo de 110 dias. No momento da administracdo, bem como
apos 1 hora, os mesmos foram avaliados clinicamente buscando a detec¢do de possiveis

sinais de toxicidade.
Os principais parametros observados ao longo do experimento foram:

° Consumo de racdo: Avaliado a cada trés dias para cada gaiola com a pesagem da

racao residual e reposicdo da mesma;

° Acompanhamento de ganho de peso dos animais uma vez na semana;

° Sinais clinicos de toxicidade por observacao diaria;

° Hemograma completo ao final do teste;

° Andlises bioquimicas do sangue avaliacdo das para funcoes hepdticas, renais, e outras

andlises complementares (Tabela 4);
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. Analises anatomopatoldgicas e histopatoldgicas de todos os 6rgaos coletados ao final

do teste, apdseutandsia e analisados pelo médico patologista Dr. Paulo Newton Danzi Salvia.

A) Preparo das amostras — EBD e m/z 404

Visando maior homogeneidade no momento da administragao das amostras e no
intuito de garantir a dose correta para cada animal testado, as amostras foram preparadas

da seguinte maneira:

O EBD utilizado ao longo de todo o teste foi obtido em uma Unica extracao,
conforme descrito no item 3.1.2.Por se tratar de um material oleoso, de baixa
hidrossolubilidade e alta viscocidade, foi emulsificado com Tween 80®(tensoativon§o-i6nico)
na propor¢do de 1% em veiculo NaCl 0,9%. As amostras foram preparadas apenas no

momento da administragao, garantindo a preservagao do EBD.

Os compostos vouacapanos isolados, devido a sua baixa hidrossolubilidade,

foram levigados em 1% Tween 80°e suspensos em veiculo NaCl 0,9%.

B) CondigOes de experimentagdo

Algumas condicbes de experimentacdo foram adotadas para minimizar o
estresse dos animais, diminuir interferéncias nos testes e contemplar as normas para

assegurar os principios éticos na experimentacdo animal.

. Apenas dois pesquisadores, um principal e outro auxiliar, realizaram as
administracGes das amostras, manipulacdo dos animais e as trocas de gaiolas, bem como a

higienizacdo das mesmas;

° Os animais foram removidos de suas respectivas salas de manutenc¢do apenas duas

vezes na semana, momento em quese realizava a pesagem dos mesmaos,;

° As administracdes das amostras,pela via oral, foram executadas com auxilio de
canulas plasticas, adaptadas com sonda uretral humana infantil, fabricado em polivinila. Esta

acao visou reduzir a possibilidade de estresse mecanico na mucosa gastroesofagica;
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. As administragbes das amostras foram realizadas respeitando sempre o mesmo

horario em que os animais comiam menos (uma hora antes das luzes acenderem);

° Diariamente, no momento da administracdo das amostras, as gaiolas com os animais
foram alternadas de posicdo nas prateleiras, garantindo que ao longo do teste todos os
animais estivessem expostos as mesmas condicdes de luminosidade, altura e fluxo de

ventilacao;

° Esferas de vidro ou plastico foram escondidas na maravalha, de forma a enriquecer o

ambiente nas gaiolas.

C) Analises hematoldgicas e bioquimicas

Ao final do 1109 dia, antes de proceder a eutanasia dos animais, realizou-se a
coleta sanguinea utilizando como via de acesso o plexo retro-orbicular. Para a obtencdo do
soro, amostras de sangue foram coletadas em tubos de microcentrifuga de 1,5mL (sem a
presenca de anticoagulante), armazenadas a temperatura ambiente por meia hora e
posteriormentecentrifugadas por 10 minutos a 2.500 rpm. O soro foi utilizado para realizar
as anadlises bioquimicas descritas na Tabela 4, com exce¢cdo das analises Bilirrubina e
colesterol, bem como as analiseshematoldgicas e de eletrélitos para as quais se utilizoucomo

analito sangue total coletado em tubo heparinizado e protegido da luz.

Os parametros bioquimicos foram avaliados em equipamento veterindrio
(Reflotron®Plus — Roche, Macromed) por meio de fitas reativas (Testes Reflotron®); os
parametros hematoldgicos obtidos em aparelho (Sysmex, modelo pocH-100iV®, EUA) com
programa especifico para ratos e camundongos e os eletrdlitos no equipamento Electrolyte

Analyzer 9180- Roche®.

D) Procedimentos histopatolégicos

Amostras de tecidos foram coletadas e fixadas emsolucdo de formalina 10%. Posteriormente
foram embebidas em parafina,seccionadas e coradas com hematoxilina e eosina (HE). Os

cortes foramanalisados em microscdpio optico, comobjetivas de 10x, 20x e 40x.
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Tabela 4: Andlises realizadas a partir das amostras sanguineas

Andlise Unid. Definicao
WBC x10°/uL  Contagem total de leucécitos (white blood cell)
RBC X106/p.L Contagem total de eritrécitos (red blood cell)
HGB g/dL Concentragdo de hemoglobina
©
g HCT % Hematécrito
Eb Volume corpuscular médio, ou seja, é o volume do eritrécito médio, sendo
£ MCV fL calculado a partir da concentragdo de hemoglobina e eritrdcitos totais
:‘E’ (mean corpuscular volume)
MCH Pg Hemoglobina celular média(mean corpuscular hemoglobin)
MCHC /dL Concentragdo de hemoglobina celular média, ou seja, concentragdo média de
& hemoglobina num determinado volume de eritrécitos compactados
PLT x10°/uL  Plaquetas
BIL mg/dL Bilirrubina
TGO u/L Transaminase oxaloacética (AST-aspartatoaminotransferase)
TGP u/L Aminotransferase glutamico-pirtivica (ALT- alanina aminotransferase)
y-GT u/L Gama glutamiltransferase
.g ALP u/L Fosfatase alcalina
£
'S CREA  mg/dL Creatinina
<3
(]
=) UREIA mg/dL Ureia
AU mg/dL Acido urico
coL mg/dL Colésterol
TRIG mg/dL Triglicerides
GLIC mg/dL Glicose
» Na mmol/L  Sédio
£
o K mmol/L  Potéssio
5
o Ca mmol/L  Célcio

WBC — contagem total de leucécitos (white blood cell); RCB — contagem total de eritrécitos (red blood cell); HGB
— concentragdo de hemoglobina; HCT — hematécrito; MCV — volume corpuscular médio, ou seja, é o volume do
eritrocito médio, sendo calculado a partir da concentragdo de hemoglobina e eritrécitos totais (mean
corpuscular volume); MCH — hemoglobina celular média, ou seja, concentracdo absoluta de hemoglobina por
eritrocito (mean corpuscular hemoglobin); MCHC — concentra¢do de hemoglobina celular média, ou seja,
concentracdo média de hemoglobina num determinado volume de eritrdcitos compactados. PLT — Plaquetas.
TGO- Transaminase oxaloacética (AST- aspartatoaminotransferase), TGP — aminotransferase glutamico-piruvica
(ALT- alanina aminotransferase), GGT — gama glutamiltransferase, URE — ureia, ALP — fosfatase alcalina, AU —
acido urico, BIL — bilirrubina, COL — colésterol, CRE — creatinina, TG — triglicerides
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4.3. Estudos de toxicidade genéticain vitro

Os estudos in vitro foram realizados nas dependéncias do CPQBA — UNICAMP, na
Divisdo de Farmacologia e Toxicologia sob coorientacdo do Prof. Dr. Jodo Ernesto de
Carvalho e supervisdao da Prof2. Dr2. Ana Lucia Tasca G. Ruiz. As etapas de eletroforese e
analise dos cometas por microscopia de fluorescéncia foram realizadas no laboratério de
Carotenoides da Faculdade de Engenharia de Alimentos — UNICAMP sob supervisdo da Profa.

Dra. Glaucia M. Pastore.

Os testes in vitro foram conduzidos em condi¢Oes assépticas e ambiente
controlado de fluxo laminar biolégico para evitar contaminagdo e garantir a viabilidade
celular. Os materiais e reagentes utilizados foram ésterilizados de acordo com a natureza de
cada um. A linhagem imortalizada CHO-K1 (ATCC CCL-61) (Figura 11), com origem em ovario

de hamster chinés, foi gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Mério S. Mantovani.

Figura 11 — Fotomicroscopia da linhagem celular CHO-K1, aumento de 100x.

Fonte: Della Torre, 2013

4.3.1. Avaliagdo da viabilidade celular da CHO-K1 pelo ensaio antiproliferativo

Por meio do teste antiproliferativo foi possivel selecionar, dentre as 10
concentragdes avaliadas, a maior que garantisse no minimo 80% de viabilidade celular;

sendo posteriormente selecionada para os testes de toxicidade genética com as amostras.
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4.3.1.1. Cultivo celular

As células CHO-K1 foram cultivadas em frascos de 25 cm? (T25) com 5 mL de
meio RPMI 1640 (Gibco®), suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB-Gibco®) e

mantidas a 37 °C em atmosfera Umida com 5% de CO2.

O desprendimento celular foi realizado mediante acdo enzimatica da tripsina.
Para tanto, o meio de cultura foi aspirado, o frasco lavado com 500 pL de tampao fosfato
(PBS, pH 7,0) para eliminar residuos de meio de cultura e, apds aspira¢do do tampao, foram
adicionados 500 uL de tripsina-EDTA 2,5 g/L (Vitrocell®), a 37 °C, até que as células se
soltassem totalmente. A acdo da tripsina foi bloqueada com RPMI + SFB 5% e uma aliquota

dessa suspensdo foi transferida aos novos frascos, completando-se o volume para 5 mL.

4.3.1.2. Preparo da suspensao celular

No primeiro dia de experimento, a suspensdo celular foi preparada com meio
RPMI com 5% de SFB, na densidade de inoculacao 4x10%células/mL. Foram inoculados 100
ML por compartimento da suspensado celular em placas de 96 compartimentos, que foram

incubadas por 24 horas a 37 °C em atmosfera de 5% de CO, e ambiente umido.

4.3.1.3. Preparo e aplicagdo das amostras

As amostras EBD e composto vouacapano m/z404 foram diluidas em
dimetilsulféxido (DMSO) (Merck®) na concentragdo de 0,1 g/mL. Para a adi¢do a cultura de
células, estas solucdes foram diluidas pelo menos 400 vezes em meio de cultura RPMI
(Roswell Park Memorial Institute) com 5% de SFB, o que evitou a toxicidade do DMSO. As
amostras foram adicionadas nas microplacas em 10 concentracdes, sendo elas: 0.48, 0.97,
1.94, 3.90, 7.81, 15.62, 31.25, 62.5, 125 e 250 pg/mL (100 pL/compartimento) em triplicatas
(conforme representado na Figura 12) e na sequéncia foram incubadas por 4 horas a 37 °C

em atmosfera de 5% de CO, e ambiente Umido.

Apds 24 horas de tratamento, as células foram fixadas com 50 plLde acido
tricloroacético (TCA) a 50% por compartimento e incubadas por uma hora, a 4 °C. Em

seguida, as placas foram submetidas a quatro lavagens consecutivas em agua corrente para



57

a remocao dos residuos de TCA, meio de cultura, soro fetal bovino e metabdlitos

secunddrios. Apds isso, foram mantidas a temperatura ambiente até a secagem completa.

Apds a secagem, foram adicionados por compartimento 50 plLdo corante
proteico sulforrodamina B (SRB) (Sigma-Aldrich®) a 0,4 % (p/v)dissolvido em acido acético a
1 % (v/v).As placas foram incubadas a temperatura ambiente, por 10 minutos e depois
lavadas por 4 vezes consecutivas com solu¢do de 4acido acético 1% (v/v), com secagem
completa a temperatura ambiente. A solubilizacdo do corante ligado as proteinas celulares
foi feita com 150 pL/compartimento de Trizma Base (10 uM, pH 10,5) (Sigma-Aldrich®). A
leitura espectrofotométrica da absorbancia foi realizada em leitor de microplacas a 540 nm

(Molecular Devices®, modelo VersaMax).

Figura 12: Imagem representativa da placa de 96 compartimentos com as respectivas

amostras testadas e seus controles.
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Fonte: Arquivo pessoal

4.3.2. Teste alcalino do cometa

O potencial genotodxico foi avaliado com o teste do cometa, também conhecido
por Single-Cell Gel Electrophoresis, em condi¢Ges alcalinas, para deteccdao de danos no DNA

de células CHO-K1.
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4.3.2.1. Preparo das solugGes

Antes de iniciar o teste, todas as solug¢bes (descritas de A —J) foram preparadas,
preservadas sob refrigeracdo a 4 °C . As laminas de microscopia (limpas) foram preparadas
com uma camada de agarose com ponto de fusdo normal a temperatura de

aproximadamente 60 °C, secas e armazenadas sob refrigeracdo para posterior utilizacdo.

A) Solugao de lise (estoque)

Para 1 litro de solucdo utilizou-se: 146,1 g de NaCl, 37,2 g de EDTA sal dissédico
P.A. (100mM, Synth®) e 1,2 g de Tris(hidroximetillaminometano (Tris HCL) (Merck®,
C4H11NOs3). Os reagentes foram misturados e solubilizados em 1 litro de dgua deionizada.
OpH(pH= 10) foi corrigido com NaOH (Synth®). Esta solucdo foi conservada refrigerada, ao

abrigo da luz por no maximo um més.

B) Solugao de lise (uso)
Para 100 mL de solugdo utilizou-se: 1 mL de Triton 100x  (Merck®) e 10 mL de
DMSO (Synth®), completando o volume com a solugdo lise estoque. Esta solucdo foi

preparada no escuro apenas no momento de uso, e mantida na geladeira até atingir 4 °C.

C) Solugao de EDTA (i)
A solucdo (i) foi preparada utilizando 14,89 g de EDTA em 200 mL de agua
deionizada. OpH(pH= 10) foi corrigido com HCI. Esta solugdo foi conservada em temperatura

ambiente.

D) Solugdo de NaOH (ii)
A solucdo (ii) foi preparada utilizando200g de NaOH em 500mL de agua

deionizada. Esta solucdo foi conservada em temperatura ambienteao abrigo da luz.

E) Solugao de eletroforese
Foram misturados5 mL da solu¢do de EDTA (i) com 30 mL de solugcdo de NaOH

(i), completando o volume para 1 L com agua deionizada. Ajustou-se o pH = 13.

F) Solugdao tampao de neutralizagdo
Foram adicionados 48,5 g de Tris (0,4M) em 1 L de agua deionizada. Acertou-se o

pH =7,5 utilizando HCI. Conserva¢cdao em temperatura ambiente, ao abrigo da luz.
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G) Solugdo de coloragao (estoque)
Foram adicionados 10 mg de brometo de etidio (Sigma) em 50 mL de d4gua

deionizada. A solucdo foi conservadasob refrigeracdo eao abrigo da luz.

H) Solugao de coloragdo (uso)
A solucdo de coloracdo estoque foi diluida na proporcdo del : 10 partes de dgua

deionizada e conservada sob refrigeragao eao abrigo da luz.

1) Agarose de ponto de fusao normal 1% (Merck®)

Foi dispersadol g de agarose normal em 100 mL de PBS e
posteriormenteaquecido com o auxilio de aparelho micro-ondas até completa fusdo e
homogeneizagdo. Esta solugdo ja diluida foi colocada no banho-maria a 60°C minutos antes

do preparo das laminas.

J) Agarose de baixo ponto de fusdo = Low Melting Point (LMP) 0,5%

Foram diluidos 0,5 g de LMP em 100 mL de PBS. A solucdo foi levada a
aquecimento em micro-ondas até sua fusdo. Esta solucdo ja diluida foi colocada no banho-

maria a 37°C minutos antes de sua utiliza¢ao.

4.3.2.2. Preparo das laminas de microscopia

Laminas histoldgicas de vidro e com extremidade fosca foram colocadas de
molho por 4 horas em solucdo detergente de Extran® 5% e posteriormente higienizadas com
auxilio de uma esponja macia exclusiva para esta funcdao. Apds este periodo foram lavadas
com agua corrente 3 vezes e posteriormente em agua destilada 3 vezes, sendo colocadas de
molho em alcool etilico 96% por mais 4 horas. Ao final do processo as laminas foram secas

com lencos de papel e armazenadas em laminario ao abrigo de poeira e umidade.

4.3.2.3. Realizagdo do teste

Células CHO-K1 (ovdrio de hamster chinés) foram plagueadas na densidade de
1x10° células/mL em placas de 12 compartimentos (1mL/compartimento) e a seguir

incubadas por 24 horas em estufa com atmosfera 5% de CO, e ambiente Umido a 379C.
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Posteriormente as células foram expostas as amostras que foram avaliadas em triplicata:
MMS (metilsulfonilmetano) 4,7uM, agente genotdxico e controle positivo do teste; DMSO
(dimetilsulfoxido) 0,03%, veiculo de diluicdo das amostras; EBD (extrato bruto
diclorometanico) nas concentrages de 0,3, 3 e 30 ug/mL e o vouacapano (m/z 404) nas

concentragdes 0,3, 3 e 30 ug/mL.

A exposicao contemplou o periodo de 4 horas, apds o qual a suspensao celular
foi coletada, centrifugada e o precipitado ressuspendido em LMP. Foram entdo aplicadas
sobre as laminas previamente preparadas e cobertos cuidadosamente com laminula. Antes
de ser usada, aLMP foi diluida 10 vezes em solu¢do de PBS sendo mantida em banho

termostatizado a 37 °C ao abrigo de luz branca.

As laminas, preparadas em triplicata a partir de cada compartimento com
células, foram mantidas no refrigerador por 5 minutos; a laminula foi retirada
cuidadosamente e a lamina mergulhada em solucdo de lise por 12horas, utilizando
refrigeracdo e ao abrigo da luz. As laminas foram submetidas a eletroforese em banho de
gelo, mantendo-as a 4°C. Na cuba, a solu¢do tampao de eletroforese a 4°C foi colocada até
cobrir as laminas, que foram deixadas durante 20 minutos em repouso, para que houvesse o
relaxamento das moléculas de DNA nas células. Em seguida, a fonte de eletroforese foi

regulada com 25 volts e 300 mA, por 25 minutos.

Apds a corrida eletroforética, as laminas foram retiradas cuidadosamente da
cuba e mergulhadas em solucao de neutralizagdo por 5 minutos, processo repetido trés

vezes; posteriormente fixadas em etanol 100% e secas a temperatura ambiente.

O DNA possui carga negativa, e se rompido quando exposto a passagem de uma
corrente elétrica, migra para fora do nucleo ficando com a aparéncia de um cometa ou
cauda conforme Figura 13a. O DNA que nao estiver rompido ou quebrado ficard armazenado
no nucleo, sendo muito denso para migrar, conforme ilustrado na Figura 13b (Silvaet al.,

2003).
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Figura 13— Fotomicroscopia de nucledides de células CHO-K1, apds corrida

eletroforética em condig¢es alcalinas. Imagem com aumento de 40X.

A- Nucledide com 63% de fragmentacdo (Cometa). B - Nucledide ndo fragmentado.(Fonte: arquivo
pessoal)

4.3.2.4. Coloracao das laminas e andlise

Para a coloracdo foi utilizada a solucdo de brometo de etidio na concentracdo de
20ug/mL, gotejando cerca de 50uL por lamina e cobrindo-a com laminula de vidro 24mm x
60mm. As laminas foram coradas somente no momento da leitura e imediatamente
analisadas em microscopio de fluorescéncia (filtro 516-560 nm, barreira de filtro de 590 nm)
com aumento total de 400 vezes, com auxilio do Software Comet Imager  (MetaSystem).
Foram analisados 50 cometas em cada lamina, selecionados de forma aleatoria, evitando-se
os nucledides nas extremidades das laminas. Para andlise dos resultados utilizamos os

seguintes descritores:

e DNA {a  Mmtensidade de DNA na cauda (km)
0 fa catea = = tensidade de DNA na célula

Tail moment = % DNA na cauda X Tail moment length”

* . ~ . . ’ .
(distancia mensurada do meio da cabeca até o meio da cauda do cometa)

As diferencas estatisticas entre os grupos experimentais foram detectadas com
andlise de variancia ndo paramétrica (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey para valores de p

<0,001.
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4.3.3. Teste de inducao de micronticleos

O procedimento utilizado neste trabalho foi executado de acordo com o guia da

OECD 487 (2010) e teve suas condicdes experimentais padronizadas por DellaTorre (2013).

O teste foi conduzido em placa de 6 compartimentos. As células CHO-K1, na
densidade de inoculagdo de 2 x 10° células/compartimento, foram semeadas e incubadas
por 24 horas em estufa com atmosfera 5% de CO, e ambiente umido a 37 °C. Em seguida,
iniciou-se o tratamento das células com meio de cultura (RPMI 1640, controle de células),
com as solugdes de DMSO (0,25% em RPMI 1640), MMS (metilmetanosulfonato, 25 pg/mL
em RPMI 1640) e amostras-teste (EBD e compostom/z 404 nas concentragdes 30, 3 e
0,3pg/mL). Apds 4 horas, o meio de cultura foi aspirado dos compartimentos, seguido da
adicdo de solugdo de Citocalasina B (Sigma- Aldrich®, 3 ug/mL em RPMI 1640). As culturas
retornaram a estufa umida de CO,, permanecendo por 20 horas. Ao final do periodo,

iniciaram-se os processos de hipotonia, fixacdo e preparacao das laminas.

Apds o periodo de incubacdo por 20 horas, o meio de cultura foi aspirado de
todos os compartimentos, as células lavadas em tampao fosfato (pH 7,0) e tripsinizadas com
solucdo de Tripsina/EDTA 0,25% (Vitrocell®). O contelddo de cada compartimento foi
transferido para um tubo conico, a suspensdo celular centrifugada (2000 rpm por 5 minutos)
e o precipitado celularressuspendido em 5 mL de citrato de sédio 1% (p/v) (Synth®)a
temperatura ambiente. Decorridos 5 minutos, 5 mL de fixador (uma mistura de
metanol:acido acético na proporg¢ao de 3:1) foi adicionado aos tubos e as suspensdes foram
centrifugadas (2000 rpm, 5 minutos), novamente o precipitado celularfoi ressuspendido em
5mL da solucgdo fixadora por 5 minutos e mais uma vez centrifugados (2000 rpm, 5 minutos).

Esta etapa foi repetida por mais 2 vezes.

Concluida a etapa de centrifugacao, o sobrenadante foi descartado, deixando-se
cerca de 1 mL de fixador para ressuspender as células. A suspensdo celular foi gotejada em
trés laminas de vidro, que foram mantidas sob atmosfera a 65°C(ponto de evaporac¢do do
metanol) sobre banho termostatizado por 3 minutos. As laminas secaram a temperatura
ambiente. Por fim, as laminas foram coradas com solucdo de Giemsa (Dindmica®) a 5% em
agua deionizada, por 15 minutos. Apds rapida lavagem em agua destilada e secagem das

mesmas, iniciou-se a analise em microscépio éptico com objetiva de 40x.
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4.3.3.1. Analise dos resultados

Todas as laminas foram analisadas por microscopia éptica e de cada tratamento
foram contadas no minimo 2000 células, sendo pelo menos 1000 células em cada cultura.
Nessa populagdo foi contada a incidéncia de células binucleadas com 1, 2 ou 3 micronucleos.
Além disso, foram contadas também a quantidade de células mononucleadas e
multinucleadas. Com esses valores experimentais, calculou-se o indice de proliferacao pos-
bloqueio da citocinese (CBPI do inglés, Cytokinesis-Block Proliferation Index), o indice de
replicacdo (Rl do inglés, Replication Index), ambos para inferir a citotoxicidade das amostras,
e a frequéncia (porcentagem) de micronucleos, segundo as férmulas descritas pela OECD

487 (2010):

CBPI = (n? mononucleadas + 2 (n2 binucleadas) + 3 (multinucleadas)

n? total de células

Rl = ((n? binucleadas + 2 (n? multinucleadas))/(n? total de células da cultura)
~ ((n2? binucleadas + 2 (n® multinucleadas))/(n? total de células do controle)

* 100

% f ancia de mi el n? total de MN 100
T r = *
o frequencia de micronucieos total de células binucleadas

Todos os resultados foram submetidos a andlise de varidncia de uma unica via
(ANOVA), considerando-se como nivel critico p < 0,05 para que seja considerada diferenca

significante entre os grupos, seguida de Teste de Tukey.
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5 RESULTADOSE DISCUSSAO

Segundo os principios da toxicologia, toda substancia pode se comportar como
um agente toxico dependendo das condicdes de exposicao, frequéncia de exposicdo e vias
de administragdo. De acordo com o ultimo relatério do SINITOX, em 2012 foram registrados
102.822 casos de intoxicacdes exdgenas no Brasil sendo que destes, 27% correspondiam

aintoxica¢do por medicamentos (SINITOX, 2015).

Muitos fitoterdpicos sao utilizados sem o acompanhamento médico, assim como
inimeros produtos naturais encontrados em mercados populares ou obtidos por
extrativismo também s3do objeto de uso irresponsdvel ou alheio a qualquer orientagao
profissional. Desses produtos, quase que a totalidade ndo tem seu perfil

toxicolégicodeterminado (Veiga-Junior, 2005).

As plantas medicinais produzem metabdlitos secunddrios como recurso para
atender as necessidades da espécie no habitat, viabilizar a comunicacdo da mesma através
da producdo de feromoénios, além de produzir componentes para defesa contra seus
predadores. Estes componentes, pelos mesmos motivos, podem provocar reag¢des diversas

nos humanos (Barros & Davino, 2014;Veiga-Junior et al., 2005).
5.1. Estudos fitoquimicos

Algumas varidveis que podem afetar o produto de extracao s3do: o estado de
divisdo da droga, pois quanto menor o tamanho da particula maior a superficie de contato
com o liquido extrator e a natureza do solvente extrator,quanto mais sollveis foremas
substancias ativas no liquido extrator mais agil serd o processo. Outro aspecto refere-se a
temperatura utilizada no processo de extracdao que estd relacionada com o aumentoda
solubilidade das substancias no liquido extrator. Para estudos com plantas medicinais, a
escolha correta do processo de extracdo é uma etapa fundamental, sendo necessarios a
associacao adequadaentre método e o liquido extrator para que os compostos de interesse
sejam preservados e totalmente extraidos. O processo de maceracgdo, realizado sob agitacdo
mecanica e sem o uso de temperaturas altas, minimiza o tempo de contato da amostra com
o solvente e a influéncia do aguecimento em compostos termolabeis (Simdeset al., 2010) A

obtencdo do extrato diclorometanico em escala pilotofoi padronizada por Servat (2010).
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Grando (2013) demonstrou que o extrato bruto diclorometanico, comparado ao
extrato aquoso,foi mais potente quando testado em modelos de nocicepgao e inflamacao.
Sugeriu ainda que a atividade poderia estar relacionada com a presenca do geranilgeraniol

presente no extrato diclorometanico.

Os frutos foram extraidos conforme fluxograma (Figura 5)e forneceram 42,7% de
extrato bruto diclorometano (EBD) considerando a relagdo da massa total de frutos

triturados.

O EBD foi submetido a fracionamentoatravés do sistema de cromatografia em
coluna filtrante,fornecendo 32 amostras que posteriormente foram reunidas em sete
grupos(F-A 2F-G) de acordo com o perfil cromatografico,monitorado por CCD,conforme

demonstrado nas Figuras 14 e 15.

Os compostos vouacapanos marcadores de interesse (m/z 362 e m/z 404),cuja
atividade farmacoldgica foi previamente constatada por Spindola (2010) e Servat (2010),
estavam concentrados nas fracdes F e G. Com o objetivo de isola-los para posteriores
anadlises toxicoldgicas estas fragdesforam entdo reunidas para novo fracionamento. Este
processo resultouem 41 novas fracGes que de acordo com o perfil cromatografico

monitorado por CCD, foram reunidas em seis grupos (P1 — P6).
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Figura 14: Esquema simplificado do fracionamento em coluna filtrante, seguido por

fracionamento em coluna cldssica resultando na obtengao dos compostos vouacapanos.

Fracionamento
em coluna filtrante

EEEEEEEE

Reunido das fragdes F + G

Fracionamento em coluna classica

CIGICD

m/z 404 m/z362 desconhecido

Figura 15: Cromatografia de camada delgada das fracoes F e G provenientes do

fracionamento do EBD.

"'.qu;

60404 362 288 28 |17 18 19 |20 21 22

Fase moével da CCD — Acetato de etila/Hexano 60:40 , revelador anisaldeido 2% com

exposi¢ao a temperatura de 150 °C por 1 min. F-F = Fragao F , F-G = Fragdao G, 362
composto vouacapano m/z 362 (Ester 6a ,78-dihidroxivouacapano- 178- oato de metila)

Fonte: Arquivo pessoal
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Ao eliminar o solvente organico das fra¢des P1 (Figura 16), P4 e P5 observou-se a
formacao de cristais. Estes foram recristalizados e posteriormente caracterizados por
andlise em CG-EM (Figura 18) em comparacdo com amostras auténticas, previamente

isoladas e identificadas por métodos espectroscdpicos.

Figura 16: (A) Cristais obtidos apds concentragdo da fragdo P1, obtida no fracionamento do

EBD proveniente dos frutos da Pterodonpubescens; (B) recristalizagdo em hexano.

Fonte: Arquivo pessoal

A Tabela 5demonstra o rendimento, em porcentagem, correlacionado a massa
de partida do EBD. A mistura de isbmeros vouacapanos (m/z 404), éster-6a-hidroxi-76-
acetoxi-vouacapano-1768-oato de metila e éster6a-acetoxi-768-hidroxi-vouacapano-176-oato
de metila, apresentaram rendimento superior aos demais componentes isolados (4,8%),

subsequentemente o P4 (m/z 362) apresentou rendimento de 2,5% e o P5 2,38% .

Tabela 5: Rendimento (%, m/m) dos compostos isolados no processo de fracionamento em

relacdo ao extrato bruto diclorometanico.

Fracao Rendimento em relagdao ao EBD Composto
P1 4,8% m/z 404 (isbmero A e B)
P4 2,5% m/z 362
P5 2,38% Desconhecido
m/z 404 = mistura dos isdmeros: éster-6a-hidroxi-78-acetoxi-vouacapano-176-oato de

metila e éster 6a-acetoxi-768-hidroxi-vouacapano-176-oato de metila; m/z 362= Ester 6a ,76-
dihidroxivouacapano- 178- oato de metila
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Ao se analisar o perfil por CCD (Figura 17 A), observou-se que o composto P5
exibiumaior polaridade que os demais. Grando (2013), em estudos de estabilidade do
extrato, observou a presenca deste composto, que exibiu comportamento termoldbil
quando o extrato foi exposto a altas temperaturas (Figura 17 B). O composto P5 com
férmula molecular Cy4H3sNOs ainda encontra-se em processo de elucidagdo estrutural. O
esqueleto vouacapanofoi determinado pela comparacdao de dados espectrais dos outros
compostos previamente identificados. Porém, ainda é necessdrio identificar a sua

éstereoquimica.

Figura 17-A) CCD com compostos de interesse B) CCD de estabilidade do EBD com extrato

contendo P5 antes e apds submeter a temperatura aquecimento.

ot ¥t ¥ g @ . i
: i 30 toot oot
G 360 404 362 Ps PS <o S g

Fase movel— Acetato de etila/Hexano 60:40 , revelador anisaldeido 2% com exposi¢do a
temperatura de 150 °C por 1 min.

Fonte: Grando 2013
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Figura 18-Cromatogramas normalizados dos compostos vouacapanos P1 - éster-6a-hidroxi-
7B-acetoxi-vouacapano-176-oato de metila e éster6a-acetoxi-76-hidroxi-vouacapano-176 -

oato de metila; P4 - éster 6a,768-diidroxi-vouacapano-176-oato de metila e P5.
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A extracdo em escala piloto permitiu obter amostras de um mesmo lote em maior
guantidade para a execucao de todos os testes realizados ao longo do projeto. Para tanto, o
EBD foi fracionado em frascos de 50 mL, colocado em estufa a 30 °C sob a¢do de vacuo pelo
periodo de 6 horas. Visto que o diclorometano ou cloreto de metileno é um solvente
altamente volatil (pressdo de vapor a 25 °C=440mmHg), este procedimento mostrou-se
eficaz e garantiu que todo o solvente residual fosse exaurido da amostra. Posteriormente,os
frascos foram fechados e armazenados em temperatura de -20°C preservando o EBDaté seu

uso.
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A auséncia de diclorometano residual nas amostras foi monitorada para garantir
que quaisquer sinais de toxicidade, observados ao longo dos teste, ndao tivessem a
interferéncia do solvente. Se ingerido,o diclorometano pode ser rapidamente absorvido pelo
trato gastrintestinal por difusdo passiva, causando danos hepaticos e renais devido a sua alta
lipossolubilidadeedistribuicdo eficaz,ultrapassando barreiras como a hematoencefalica

atingindo o SNC (Leite, 2014).

5.2. Estudos in vivo

Estudos de toxicidade em animais de experimenta¢dao sdao muitas vezes a fonte mais
explorada para obtencdo de informacdes acerca da toxicidade intrinseca de substancias
quimicas (Hau, 2003; Amaral, 2013). A exposi¢cdao de um organismo a diversas substancias
resulta normalmente em uma variedade de efeito, que por vezes podem ser toxicos. Neste
sentido, as plantas medicinais sdo excelentes exemplos, pois apresentam em sua
composicdo uma variedade de compostos quimicos capazes de interferir de maneira

benéfica ou maléfica ao organismo (Barros & Davino. 2014; Veiga-Junior et al., 2005).

A espécie Pterodon pubescens Benth teve sua eficacia, bem como os mecanismos
de ac¢do envolvidos, detalhadamente investigados, provendo resultados que corroboram
com seu uso etnofarmacolégico (Denny, 2002; Spindola, 2006; Spindola et al., 2009;
Spindola et al., 2010; Servat et al., 2010; Grando, 2013). Portanto fazia-se necessdrio o

investimento na investigacdo de seu potencial toxicolégico.

Os estudos toxicolégicos naoclinicos foram realizados de acordo com a legislacdo
vigente, tendo como base o guia de orientacdo de conducdo de estudos, proposto pela
Agéncia de Vigilancia Sanitdria — ANVISA, onde estabelecem-se as normas para o
desenvolvimento de um medicamento fitoterapico e/ou fitofarmaco. Para tanto foram
realizadas avaliacOes de toxicidade aguda e de doses repetidas, além de iniciarmos os testes

de toxicidade genética (ANVISA, 2013).
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5.2.1. Avaliagdo da toxicidade aguda do EBD e vouacapanos isolados (OECD - 423)

Cumprindo as legislagdes e normas vigentes, que incluemos protocolos da OECD,
inicialmente foi avaliada a toxicidade aguda das amostras em roedores com doses pré-
determinadas a fim de inferir o risco e adequar as doses aos protocolos posteriores.O
método baseia-se na avaliagdo biométrica, fisioldgica e comportamental dos animais em
acao utilizando doses sugeridas, com a possibilidade de classificacdo do perigo. Deste modo,
o teste foi aplicado para detec¢do e avaliagdo do potencial téxico do extrato bruto
diclorometanico e dos vouacapanos isolados (m/z 404, m/z 362 e P5) através da observacgao
de alteracGes (Tabela 3) e/ou quantificacdo do nimero de mortes apds a administracdo das

amostras em camundongos.

Tanto o teste com EBD quanto com os compostos vouacapanos m/z404 e m/z362
tiveram dose de partida em 300mg/kg. A escolha da dose foi baseada em levantamento de
estudos prévios(Denny, 2002; Spindola, 2006; Spindola et al., 2009; Spindola et al., 2010;
Servat et al., 2010; Grando, 2013)em que doses maiores,que ndao demonstraram ébito dos
animais. Ja os experimentos com o composto P5, por serem desconhecidos dados sobre seus
efeitos em animais,iniciou-se com dose menor de 50mg/kg, conforme orientacdo do
protocolo adotado. O protocolo OECD 423 orienta que a dose de partida seja escolhida
baseada em conhecimentos quimicos, farmacoldgicos ou mesmo toxicos da substancia
testada, respeitando a integridade dos animais, mas que exiba toxicidade minima para que

alteracdes possam ser observadas e seja realizada a proposicdo de classificacdo de perigo.

Tabela 6: Relacdo das amostras avaliadas no teste de toxicidade aguda oral em

camundongos fémeas segundo protocolo OECD-423.

Amostra Dose de partida > Dose testada Dose com efeito toxico
EBD 300mg/kg 2000mg/kg -
m/z 404 300mg/kg 2000mg/kg 2000mg/kg
m/z 362 300mg/kg 2000mg/kg -
P5 50mg/kg 2000mg/kg -

EBD = extrato bruto diclorometanico; m/z 404 =mistura dos isdmeros: éster-6a-hidroxi-768-
acetoxi-vouacapano-176-oato de metila e éster 6a-acetoxi-78-hidroxi-vouacapano-178-oato
de metila; m/z 362= Ester 6a ,78-dihidroxivouacapano- 176- oato de metila
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A Tabela 6 relaciona as doses avaliadas inicialmente, a dose maxima sugerida pelo
protocoloOECD-423 testada para cada substancia e a maior dose testada com efeitos téxicos

observados.

Os animais tratados com dose unica, pela via oral com as amostras EBD,
vouacapano m/z 362 e P5, nas doses descritas na Tabela 6,ndo exibiram qualquer sinal de
toxicidade nas primeiras 6 horas de avaliagdo, bem como durante avaliagao didria ao longo
de 15 dias. No teste do Campo aberto, onde foi possivel observara mobilidade dos animais
sob influéncia da administracdo das amostras, ndo foi constatado sinais de excitacdo
(aumento de mobilidade) ou sedacdo (reducdo da mobilidade), quando comparados ao
grupo controle(Figura 19).Apds eutandsia, os 6rgaos foram macroscopicamente avaliados e

também nao foi observado qualquer desvio de normalidade

Entretanto o vouacapano m/z 404, quando administrado pela via oral na dose de
300mg/kg, provocou uma discreta piloere¢cdo em um dos trés animais testados. De acordo
com o protocolo, a dose foi elevada (2000mg/kg) e administrada em outros trés animais que
apresentaram intensa piloere¢ao, redugao da ambulagdo em aproximadamente 54%
comparado ao grupo controle (verificado em aparato Campo Aberto- Figura 10) nas
primeiras 6 horas. Dois dos trés animais recuperaram-se ao longo de 15 dias de observacao e

um animal foi a ébito no quinto dia, mesmo apds apresentar aparente recuperagao.

Rotineiramente o teste do Campo Aberto é empregado para avaliar atividade
ansiolitica e ansiogénica de amostras, no entanto, vale ressaltar que neste trabalho foi
utilizado como ferramenta para refinamento de observacGes clinicas dos animais
submetidos ao teste de toxicidade aguda oral (n = 3 por grupo), ndo sendo possivel uma
analise estatistica para comparacdo dos grupos. Desta forma, o resultado expresso no
grafico Figural9 retrata a quantificacdo de passagens pelas demarcagdes do aparato Campo

Aberto quantificadas pelo pesquisador para que pudessem ser comparadas.
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Figura 19- Grafico demonstrativo do numero de dreas percorridas durante um periodo de 5
minutos pelos animais em aparato “Campo Aberto”. Avaliagdo realizada concomitantemente

ao teste de toxicidade aguda oral das amostras.
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Utilizando doses pré-definidasos resultados alcangados com uma substancia,podem
classificar, de acordo com o sistema global harmonizado (GSH), substancias quimicas que
causam toxicidade aguda (OECD, 423). Desta maneira, o perigo inerente ao vouacapano
m/z404 foi classificado na categoria 4, ou seja,de substancias com potencial de causar

toxicidade nas doses acima de 300 — 2000mg/kg.

5.2.2. Escolha das amostras testadas e suas respectivas doses

Para dar continuidade aos estudos de toxicidade da espécie, foram selecionadas as
amostras com potencial para provocar possiveis efeitos tdéxicos aos animais, considerando
seu uso etnofarmacoldgico e fomentar a possibilidade do desenvolvimento de um

fitoterapico com base no éleo fixo da espécie.

O vouacapanom/z404 foi selecionado para posterior estudo de administracdo doses
repetidas. Embora sua média de dose efetiva 50% (DE50 = 35,6mg/kg),em testes de dor
inflamatdria, seja relativamente maior que a do composto m/z 362 (DE50 = 18,7mg/kg), o
composto m/z404 apresentou maior lipossolubilidade, caracteristica classica de substancias
com maior biodisponibilidade e consequentemente maior distribuicdo sistémica, podendo

provocar efeitos que ndo seriam observados em substancias mais hidrossoluveis. As
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diretrizes orientam para que se leve em conta todos os dados toxicoldgicos existentes,
incluindo testes de toxicidade aguda oral (OECD 423, OECD 408, ANVISA, 2013). A dose mais
elevada deve ser escolhida com o objetivo de provocar toxicidade, mas ndo a morte ou
sofrimento grave. Desta forma o composto m/z404 foi o Unico a exibir

toxicidade,demonstrando-se o composto mais representativo do EBD.

Foram selecionadas as doses maximas de 500mg/kgpara EBD e300mg/kg para o
vouacapano m/z404. A partir dessas doses uma sequéncia decrescente de doses foram
propostas considerando a provavel detec¢aode qualquer relagdo dose-resposta ou mesmo a

verificacdo da menor dose testada onde ndo se observa qualquer efeito toxico (NOAEL).

5.2.3. Avaliagdo da toxicidade com doses repetidas do EBD em ratos machos e fémeas

Para a avaliacdo do perfil toxicodo EBDem teste detoxicidade oral doses repetidas,
suas caracteristicas quimicas e dados prévios de toxicidade foram considerados. Os estudos
de no minimo 90 dias permitem obter informacdo sobre os possiveis riscos que possam

decorrer de uma exposicao repetida ao longo de um periodo de tempo prolongado.

AVALIACAO PONDERAL

Durante todo o procedimento experimental opeso dos animais foi
monitoradoindividualmentea cada 6 dias, até o 1102 dia, em balanca semi-analitica
eletrbénica, para determinacdo do ganho da massa corporal (em gramas). Ao final do teste os
animais foram eutanasiados eamostras de sangue coletadas para realizagdo das analises
hematoldgicas, bioquimicas e orgdos coletados para analises histopatoldgicas.Todas as
avaliacbes diarias, bem como o peso de cada animal, foram registrados em ficha de

acompanhamento individualizada.

Os resultados da variacdo de peso dos animais foram submetidos a analise de
variancia de uma unica via (ANOVA), considerando-se como nivel critico p<0,05, seguidos de

teste Tukey.
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Na Figura 20, observa-se o ganho de peso dos grupos de ratos machos submetidos
ao tratamento com amostra de EBD nas doses de 50, 100 e 500mg/kg(V.0.)e dosgrupos
controle (veiculo e satélite). N&o houve diferenca estatistica entre os grupos tratados
comparados ao grupo controle satélite (p>0,05), no entanto, vale observar que a partir do
549 dia de avaliagdo, a evolugdo do peso do grupo 500mg/kg do EBD foi notavelmente
menor. Houve uma variacdo de peso em relacdo ao satélite de 12,4% (542 dia), 8% (729dia),

11% (909 dia) permanecendo a diferenca de 11% até finalizagdo do teste.

Em relacdo ao ganho de peso corpdreo das fémeas, do mesmo teste, observamos
na Figura 21, também nao houve diferenca estatistica entre os grupos tratados comparados
ao grupo controle satélite (p>0,05), no entanto, houve um menor ganho de peso do grupo
da maior dose em relagdo ao satélite que fica evidente a partir do 722 dia de avaliagao,

sendo menor em 13,1% (729dia), 14,6% (902 dia) e 7,2% no 1082 dia.

Figura 20: Grafico representando a variacdo de peso corporal de ratos machostratados com

doses-repetidas do EBD ao longo de 110 dias.
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Figura 21-Gréfico representando a variacdo de peso corporal de ratos fémeas tratados com

doses-repetidas do EBD ao longo de 110 dias.
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A racdo dos animais foi pesada a cada trés dias em balanca semi-analitica e o
consumo anotado foi ponderado para deteccdo de qualquer sinal de inapeténcia dos grupos
avaliados. Até o 362n3ao se observou diminuicdo no consumo de racao para fémeas e
machos.Apds este periodo os animais tratados com a dose de 500 mg/kg manifestaram uma
variacdo entre 10 e 15% para menos no consumo do alimento, comparados ao grupo
satélite. Este resultado ndo apresentou relevancia estatistica (p<0,05) masfoi ferramenta
fundamental somada ao acompanhamento clinico.

O extrato bruto diclorometanico possui caracteristica oleosa e viscosao que pode
ter contribuido para a saciedade dos animaisquando administrado diariamente na maior
dose (500mg/kg),diminuindo o consumo de racdo e consequentemente interferindo no
ganho ponderal.

Outra observacdo relevante foi realizada no momento da necropsia apds os 110
dias de tratamento com o EBD. Dos 10 animais machos tratados com a dose de 500mg/kg, 3
animais apresentaram pontos ulcerados em seus estémagos (Figura 22-A), sendo que um

deles também apresentou pontos de ulceracdao no intestino delgado na por¢ao duodenal
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(Figura 22-B). Todos os demais animais, machos e fémeas, controles e tratados,
apresentaram os érgdos (estdmago e intestinos) macroscopicamente preservados. Na figura
22-A o estbmago apresenta pontos ulcerados iguais ou maiores que lcm, pregas
preservadas ndo apresentando edema.

A Sucupira (Pterodon pubescens) é notavelmente reconhecida como um
excelente anti-inflamatério natural e seu uso ndo é pautado em orientacdes. A desprotecdo
da mucosa gastrintestinal, comerosdo do tecido, hemorragias, Ulcera,é classicamente citada
como evento adverso de diversos farmacos anti-inflamatdrios e analgésicos. A fisiopatologia
é decorrente da diminuicdo das sinteses de prostaglandinas e prostaciclinas através da

inibicdo da enzima cicloxigenase (Joneset al., 2008).

Grando (2013) sugeriu que a atividade anti-inflamatdria e antinociceptiva do
extrato EBD de frutos dePterodon pubescens possa estar relacionada com inibicdo da
formacdo de prostandides pela inibicdo de cicloxigenases, hipotese citada apds constatar
uma correlacao entre diterpendides como o acido acantoico e o triptolideo,compostos com
esqueleto vouacapanico e inibidores de cicloxigenase I, que sdo estruturalmente analogos

do esqueleto basico dos diterpenos encontrados na Pterodonpubescens.

Figura 22- A)Avaliagdo macroscdpica do estdbmago de rato (macho), tratado diariamente
comEBD na dose de 500mg/Kg pelo periodo de 110 dias. B) Por¢do duodenal do intestino

delgado do mesmo animal.

Fonte: arquivo pessoal
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VALORES DE REFERENCIA HEMATOLOGICOS

Os valores de referéncia hematoldgicos e bioquimicos em ratos nao tratados (grupo
satélite) sdo dados de grande valor como ponto de partida para diversos estudos. Além
disso, a pesquisa biomédica nao clinica, em contraste com a medicina clinica, sustenta que o
principal critério para a tomada de decisdao deve ser a comparagao dos animais tratados com
grupos controle (Limaet al., 2014; Evans, 2009a).De acordo com Melo etal. (2012),
osparametros hematoldgicos e bioquimicos podem variar entre linhagens diferentes de uma
mesma espécie, em funcdo da dieta, do sexo ou idadecomo também podem ser

influenciados pelos diferentes métodos de coleta sanguinea.

Desta forma, na auséncia de uma padronizacao oficialde valores de referéncia,
foram utilizados dados de animais provenientes do CEMIB e mantidos sob as mesmas
condicbes no Biotério de manutencdo da Divisdo de Farmacologia e toxicologia do CPQBA-
UNICAMP. Os dados que compuseram esta normalizacdo foram coletados ao longo de trés
anos em diferentes experimentos, de animais do mesmo sexo, com as mesmas idades e sob

as mesmas condicGes de manutencdo, coleta e analise.

Foram utilizados valores dos analitos de grupos contendo 50 machos e 50 fémeas,
com idade de seis meses, integrantes de grupos controles satélite, sem administracao de
nenhuma amostra e com coleta realizada por puncdo retro-orbicular. Os valores foram
tratados por distribuicdo de Gauss para descrever os limites que incluem 95 por cento dos
resultados do teste em uma populacgado livre de doenca (Evans, 2009a) e realizou-se o célculo
da média somando duas vezes o desvio padrdo para propor o limite maximo e subtraindo

duas vezes o desvio padrao para propor limite minimo.
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Tabela 7: Valores de referéncia de Hemograma proposto para Ratos Wistar (HanUnib:WH)
Machos e Fémeas oriundos do Biotério Central do Centro Multidisciplinar para Investigacao

Bioldgica na Area da Ciéncia em Animais de Laboratério (CEMIB) da UNICAMP com idade de

6 meses
MACHO FEMEA
Parametros Limite Min. Limite Max. Limite Min. Limite Max.

WBC (x10%/pL) 1,2 12,5 1,3 10,1
RBC (x10%/pL) 7,9 10,0 6,5 9,9
HGB (g/dL) 13,9 19,8 12,6 19,1
HCT (%) 42,5 53,6 36,2 53,8
MCV (fL) 50,0 56,6 51,3 56,8
MCH (pg) 16,5 20,4 15,3 20,5
MCHC (g/dL) 33,0 37,1 33,7 36,5
PLT (x10%/pL) 605,5 1221 488,1 1155,8

WBC — contagem total de leucdcitos (white blood cell); RCB — contagem total de eritrdcitos (red blood cell); HGB
— concentragdo de hemoglobina; HCT — hematdécrito; MCV — volume corpuscular médio, ou seja, é o volume do
eritrécito médio, sendo calculado a partir da concentragdo de hemoglobina e eritrdcitos totais (mean
corpuscular volume); MCH — hemoglobina celular média, ou seja, concentragdo absoluta de hemoglobina por
eritrocito (mean corpuscular hemoglobin); MCHC — concentragdo de hemoglobina celular média, ou seja,
concentracdo média de hemoglobina num determinado volume de eritrécitos compactados. PLT — Plaquetas.
Calculado a partir de n=50/sexo.

HEMOGRAMA DOS MACHOS

Os valores relacionados nas tabelas (8-12) representam valores brutos de cada
parametro sanguineo analisado, coletados de cada animal ao final do teste. Estes foram
comparados aos valores de referéncia propostos na Tabela 7 e destacados em vermelho os

valores que ndao permaneceram dentro da normalidade.
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Tabela 8: Valores absolutos de hemograma realizado apds 110 dias em teste com amostras

sanguineas de ratos machos pertencentes ao grupo satélite.

Parametros 1.0 1.1 1.2 13 1.4 15 1.6 1.7 1.8 1.9

WBC (x10%/uL) 1,2 61 36 26 56 45 13 12 101 -

RBC (x10°/pL) 925 961 11,05 946 9,70 993 931 879 89 9727
HGB (g/dL) 163 171 191 172 174 175 169 164 181 166
HCT (%) 46,6 49,4 544 49,0 50,6 50,9 482 450 525 46,6
MCV (fL) 504 51,4 51,0 51,8 522 51,3 51,8 512 590 50,3
MCH (pg) 176 17,8 173 182 179 176 182 187 203 179
MCHC (g/dL) 350 346 339 351 344 344 351 364 345 356
PLT (x10%/pL) - 948 654 1060 843 894 940 960 841 947

WBC — contagem total de leucdcitos (white blood cell); RCB — contagem total de eritrdcitos (red blood cell); HGB
— concentragdo de hemoglobina; HCT — hematécrito; MCV — volume corpuscular médio, ou seja, é o volume do
eritrocito médio, sendo calculado a partir da concentracdo de hemoglobina e eritrécitos totais (mean
corpuscular volume); MCH — hemoglobina celular média, ou seja, concentragdo absoluta de hemoglobina por
eritrocito (mean corpuscular hemoglobin); MCHC — concentragcdo de hemoglobina celular média, ou seja,
concentracdo média de hemoglobina num determinado volume de eritrocitos compactados; PLT — Plaquetas.
Valores destacados em vermelho permanecem fora da normalidade estabelecida na Tabela 7

Tabela 9: Valores absolutos de hemograma realizado apds 110 dias em teste com amostras

sanguineas de ratos machos pertencentes ao grupo veiculo

Parametros 2.0 2.1 2.2 23 2.4 2.5 2.6 2.7 2.8 2.9
WBC (x10°/pL) 3,5 4,9 3,9 3,2 3,8 3,6 3,0 3,4 4,6 3,3
RBC (x10%/uL) 8,65 8,29 8,45 8,24 8,90 8,18 8,65 8,79 8,88 8,72
HGB (g/dL) 16,3 15,4 15,7 15,5 16,1 15,3 16,3 16,7 15,9 15,5
HCT (%) 45,5 42,7 42,5 42,8 45,2 42,0 44,2 45,4 44,1 43,8
MCV (fL) 52,6 51,5 50,3 51,9 50,8 51,3 51,1 51,6 49,7 50,2
MCH (pg) 18,8 18,6 18,6 18,8 18,1 18,7 18,8 19,0 17,9 17,8
MCHC (g/dL) 35,8 36,1 36,9 36,2 35,6 36,4 36,9 36,8 36,1 35,4
PLT (x10°/pL) 649 819 914 781 940 732 766 909 800 722

WBC — contagem total de leucécitos (white blood cell); RCB — contagem total de eritrécitos (red blood cell); HGB
— concentracdo de hemoglobina; HCT — hematdcrito; MCV — volume corpuscular médio, ou seja, é o volume do
eritrocito médio, sendo calculado a partir da concentracdo de hemoglobina e eritrécitos totais (mean
corpuscular volume); MCH — hemoglobina celular média, ou seja, concentragdo absoluta de hemoglobina por
eritrocito (mean corpuscular hemoglobin); MCHC — concentracdo de hemoglobina celular média, ou seja,
concentragdo média de hemoglobina num determinado volume de eritrécitos compactados; PLT — Plaquetas.
Valores destacados em vermelho permanecem fora da normalidade estabelecida na Tabela 7
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Tabela 10: Valores absolutos de hemograma realizado apds 110 dias em teste com amostras

sanguineas de ratos machospertencentes ao grupoEBD 50mg/kg

Parametros 3.0 3.1 3.2 3.3 3.4 3.5 3.6 3.7 3.8 3.9
WBC (x10%/uL) 3,6 2,7 7,5 3,2 5,1 33 100 65 4,9 -
RBC (x10°/uL) 9,25 853 768 88 935 974 769 742 984 s
HGB (g/dL) 17,3 154 159 161 17,2 180 155 148 184 -
HCT (%) 476 433 468 443 47,7 508 464 43,7 527 -
MCV (fL) 51,5 50,8 60,9 50,0 51,0 522 60,3 589 536 -
MCH (pg) 18,7 18,1 20,7 182 184 185 20,2 19,9 187 -
MCHC (g/dL) 36,3 356 340 363 361 354 334 339 349 -
PLT (x10°/uL) 934 1037 653 1006 900 843 384 449 902 :

WBC — contagem total de leucdcitos (white blood cell); RCB — contagem total de eritrdcitos (red blood cell); HGB
— concentragdo de hemoglobina; HCT — hematécrito; MCV — volume corpuscular médio, ou seja, é o volume do
eritrocito médio, sendo calculado a partir da concentracdo de hemoglobina e eritrécitos totais (mean
corpuscular volume); MCH — hemoglobina celular média, ou seja, concentragdo absoluta de hemoglobina por
eritrocito (mean corpuscular hemoglobin); MCHC — concentragcdo de hemoglobina celular média, ou seja,
concentracdo média de hemoglobina num determinado volume de eritrocitos compactados; PLT — Plaquetas.
Valores destacados em vermelho permanecem fora da normalidade estabelecida na Tabela 7

Tabela 11: Valores absolutos de hemograma realizado apds 110 dias em teste com amostras

sanguineas de ratos machospertencentes ao grupoEBD 100mg/kg

Parametros 4.0 4.1 4.2 4.3 4.4 4.5 4.6 4.7 4.8 4.9
WBC (x10°/uL) 8,9 5,5 3,7 5,2 3,5 4,3 7,7 4,7 2,9 7,7
RBC (x10%/uL) 8,26 9,52 9,02 9,35 9,57 6,36 8,13 8,98 8,74 8,13
HGB (g/dL) 17,1 16,9 16,2 17,3 17,3 14,6 16,1 15,7 15,4 16,1
HCT (%) 49,3 47,6 45,4 47,0 49,4 37,8 47,0 45,1 44,5 47,0
MCV (fL) 59,7 50,0 50,3 50,3 51,6 59,4 57,8 50,2 50,9 57,8
MCH (pg) 20,7 17,8 18,0 18,5 18,1 19,8 19,8 17,5 17,6 19,8
MCHC (g/dL) 34,7 35,5 35,7 36,8 35,0 33,3 34,3 34,8 34,6 34,3
PLT (x10°/uL) 879 855 931 698 194 773 478 671 781 488

WBC — contagem total de leucécitos (white blood cell); RCB — contagem total de eritrécitos (red blood cell); HGB
— concentragdo de hemoglobina; HCT — hematécrito; MCV — volume corpuscular médio, ou seja, é o volume do
eritrocito médio, sendo calculado a partir da concentracdo de hemoglobina e eritrécitos totais (mean
corpuscular volume); MCH — hemoglobina celular média, ou seja, concentragdo absoluta de hemoglobina por
eritrocito (mean corpuscular hemoglobin); MCHC — concentra¢do de hemoglobina celular média, ou seja,
concentracdo média de hemoglobina num determinado volume de eritrécitos compactados; PLT — Plaquetas.
Valores destacados em vermelho permanecem fora da normalidade estabelecida na tabela 7
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Tabela 12: Valores absolutos de hemograma realizado apds 110 dias em teste com amostras

sanguineas de ratos machospertencentes ao grupoEBD 500mg/kg

Parametros 5.0 5.1 5.2 5.3 5.4 5.5 5.6 5.7 5.8 5.9
WBC (x103/uL) 4,0 4,3 4,7 51 4,7 51 4,2 3,6 54 5,2
RBC (x106/p.L) 9,30 7,84 8,00 8,91 9,24 8,47 8,30 8,39 9,43 8,23
HGB (g/dL) 17,4 13,8 14,0 16,3 15,6 15,3 14,4 14,9 16,7 14,5
HCT (%) 49,8 39,5 40,7 46,5 44,0 42,9 41,3 42,9 46,7 41,1
MCV (fL) 48,3 50,4 50,9 52,2 47,6 50,6 49,8 51,1 49,5 49,9
MCH (pg) 16,9 17,6 17,5 18,3 16,9 18,1 17,3 17,8 17,7 17,6
MCHC (g/dL) 34,9 34,9 34,4 35,1 35,5 35,7 34,9 34,7 35,8 35,3
PLT (x103/uL) 767 735 995 1064 827 972 867 913 835 897

WBC — contagem total de leucdcitos (white blood cell); RCB — contagem total de eritrdcitos (red blood cell); HGB
— concentragdo de hemoglobina; HCT — hematécrito; MCV — volume corpuscular médio, ou seja, é o volume do
eritrocito médio, sendo calculado a partir da concentracdo de hemoglobina e eritrécitos totais (mean
corpuscular volume); MCH — hemoglobina celular média, ou seja, concentragdo absoluta de hemoglobina por
eritrocito (mean corpuscular hemoglobin); MCHC — concentragdo de hemoglobina celular média, ou seja,
concentracdo média de hemoglobina num determinado volume de eritrocitos compactados; PLT — Plaquetas.
Valores destacados em vermelho permanecem fora da normalidade estabelecida na Tabela 7

Os valores normais e os possiveis desvios do numero de células e as taxas dos
componentes ndo celulares do sangue sdo critérios importantes para avaliar a extensdo da
homeostase, as alteracbes resultantes de processos patoldgicos e da singularidade dos

dados obtidos a partir de procedimentos experimentais (Jorge, 2013).

Os resultados obtidos para os animais machos demonstraram pequenos desvios
heterogeneamente distribuidos entre os grupos. Foram observados valores maiores de MCV
(volume médio do eritrdcito) para trés animais da dose de 50mg/kg etrés animais na dose de

100mg/kgcom a diminui¢cdo de MCV para quatro animais na dose de 500mg/kg.

O MCV trata do volume médio das células vermelhas do sangue e seus valores
podem ser influenciados pela deficiéncia no consumo de nutrientes.Nos humanos a
diminuicdo de seus valores estd relacionadaa deficiéncia de ferro e seu aumento indica a
deficiéncia de vitaminas como 4cido fdlico e cobalamina. No &ambito veterinario,
especificamente para animais de laboratdrio, este parametro somente seria preocupante se
o animal estivesse em quadro de anemia intensa com decréscimo dos valores de RBC

(contagem total de eritrdcitos (red blood cell)(Evans, 2009b).
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O HCT, ou hematécrito, é o calculo de massa, dado em porcentagem, em relacao
ao volume original de sangue apds o processo de centrifuga¢do sanguinea e sua alteracao
esta diretamente relacionada a contagem de HGB e MCV. Desta maneira apenas dois
animais na dose de 500mg/kg e um animal na dose de 100 mg/kg exibiram diminuicdo de
dois dos parametros concomitantemente. Esta alteracao pode ser resultado da diminui¢ao

de ganho de peso comoconsequéncia da ingestdo deficiente de nutrientes.

Dois animais na dose de 50mg/kg e dois animais na dose de 100mg/kg exibiram
trombocitopenia (diminuicdo nos valores das plaquetas - PLT). Esses animais nao
demonstraramqualquer outra alteracdo clinica. Esta modificacdo ndo parece ser provocada

pela amostra ja que a maior dose ndo provocou essa reducdo em qualquer animal avaliado.

A trombocitopenia pode ser provocada por diversos fatores, dentre eles, defeitos
na producdo das células sanguineas causados por hipoplasia das células hematopoiéticas
primordiais, substituicdo da medula normal e trombocitopoiese ineficaz, doencas
autoimunes, diminuicdo da producdo do horménio trombopoietina e uso de alguns
medicamentos (Longhi, et al.,2001; Pavanelli, et al., 2011). A producdo do hormoénio
glicoproteico trombopoitina também pode ser influenciada por eventos de hepatotoxicidade
ou de nefrotoxicidadeinterferindo consequentemente no evento da trombocitopoiese tanto
elevando o nivel de plaquetas por intermédio da interleucina 6 (IL-6) como na reducdo

destas por diminuir a producdo do hormonio nestes érgaos (Laurence, et al.2012).

HEMOGRAMA DAS FEMEAS

Os valores relacionados nas Tabelas (13-17) representam valores brutos de cada
parametro analisado, para cada animal. Em vermelho os valores que n3o se enquadraram

dentro dos limites de referéncia propostos.

Os resultados de hemograma obtidos para as ratosfémeas, tratados com extrato
EBD nas doses de 50mg/kg, 100mg/kg e 500mg/kg, ndo demonstraram qualquer alteragédo
gue sugerisse efeitos téxicos. Mesmo com a diminuicdo do MCV para cinco animais na maior
dose (500mg/kg), ambos mantiveram-se no limite do valor referencial (50,6 e 49,5fL - valor

de referéncia minimo 51,3fL).
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Tabela 13: Valores absolutos de hemograma realizado apds 110 dias em teste com amostras

sanguineas de ratosfémeas pertencentes ao grupo satélite

Parametros 1.0 1.1 1.2 1.3 1.4 1.5 1.6 1.7 1.8 1.9
WBC (x10°/uL) 1,5 2,6 2,2 1,2 2,4 2,9 9,8 1,2 1,3 0,5
RBC (x10°/pL) 6,52 791 826 642 7,77 873 814 809 820 8728
HGB (g/dL) 12,6 145 157 125 148 160 151 149 147 154
HCT (%) 368 42,7 451 359 432 474 441 441 432 445
MCV (fL) 564 540 546 558 556 543 542 545 527 537
MCH (pg) 19,3 18,3 190 194 190 183 186 184 179 186
MCHC (g/dL) 34,2 340 348 348 343 338 342 338 340 346
PLT (x10%/uL) 118 746 783 - 617 895 791 749 676 753

WBC — contagem total de leucécitos (white blood cell); RCB — contagem total de eritrécitos (red blood cell); HGB
— concentragdo de hemoglobina; HCT — hematécrito; MCV — volume corpuscular médio, ou seja, é o volume do
eritrécito médio, sendo calculado a partir da concentragdo de hemoglobina e eritrécitos totais (mean
corpuscular volume); MCH — hemoglobina celular média, ou seja, concentragdo absoluta de hemoglobina por
eritrécito (mean corpuscular hemoglobin); MCHC — concentragdo de hemoglobina celular média, ou seja,
concentragdo média de hemoglobina num determinado volume de eritrocitos compactados; PLT — Plaquetas.
Valores destacados em vermelho permanecem fora da normalidade estabelecida na Tabela 7

Tabela 14: Valores absolutos de hemograma realizado apds 110 dias em teste com amostras

sanguineas de ratosfémeas pertencentes ao grupo veiculo

Parametros 2.0 2.1 2.2 2.3 2.4 2.5 2.6 2.7 2.8 2.9
WBC (x10°/uL) 1,3 2,6 2,0 2,1 0,9 5,2 4,4 1,5 3,2 1,1
RBC (x10%/pL) 8,24 7,50 7,82 7,48 7,88 7,55 7,16 8,11 7,49 7,44
HGB (g/dL) 15,2 14,3 15,1 13,8 14,8 14,4 13,4 15,2 14,0 14,3
HCT (%) 43,8 41,0 43,5 40,3 42,5 41,6 38,9 44,4 40,4 40,7
MCV (fL) 53,2 54,7 55,6 53,9 53,9 55,1 54,3 54,7 53,9 54,7
MCH (pg) 18,4 19,1 19,3 18,4 18,8 19,1 18,7 18,7 18,7 19,2
MCHC (g/dL) 34,7 34,9 34,7 34,2 34,8 34,6 34,4 34,2 34,7 35,1
PLT (x10°/uL) 944 748 987 653 758 943 815 817 840 222

WBC — contagem total de leucécitos (white blood cell); RCB — contagem total de eritrécitos (red blood cell); HGB
— concentragdo de hemoglobina; HCT — hematécrito; MCV — volume corpuscular médio, ou seja, é o volume do
eritrocito médio, sendo calculado a partir da concentragdo de hemoglobina e eritrécitos totais (mean
corpuscular volume); MCH — hemoglobina celular média, ou seja, concentragdo absoluta de hemoglobina por
eritrocito (mean corpuscular hemoglobin); MCHC — concentra¢cdo de hemoglobina celular média, ou seja,
concentracdo média de hemoglobina num determinado volume de eritrécitos compactados; PLT — Plaquetas.
Valores destacados em vermelho permanecem fora da normalidade estabelecida na Tabela 7
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Tabela 15: Valores absolutos de hemograma realizado apds 110 dias em teste com amostras

sanguineas de ratosFémeaspertencentes ao grupoEBD 50mg/kg

Parametros 3.0 3.1 3.2 33 3.4 3.5 3.6 3.7 3.8 3.9
WBC (x103/uL) 2,9 2,4 2,7 31 4,1 3,9 2,7 2,4 10,4 2,4
RBC (xlOG/uL) 7,8 7,97 7,54 8,65 8,86 8,28 8,22 7,30 8,34 7,32
HGB (g/dL) 15,4 15,5 14,6 16,9 16,8 15,9 16,0 14,1 16,0 13,8
HCT (%) 42,9 42,4 41,0 46,7 46,9 44,2 44,3 39,5 45,1 38,9
MCV (fL) 55,0 53,2 54,4 54,0 52,9 53,4 53,9 54,1 54,1 53,1
MCH (pg) 19,7 19,4 19,4 19,5 19,0 19,2 19,5 19,3 19,2 18,9
MCHC (g/dL) 35,9 36,6 35,6 36,2 35,8 36,0 36,1 35,7 35,5 35,5
PLT (x103/uL) 792 825 789 620 841 751 768 726 581 674

WBC — contagem total de leucdcitos (white blood cell); RCB — contagem total de eritrdcitos (red blood cell); HGB
— concentragdo de hemoglobina; HCT — hematécrito; MCV — volume corpuscular médio, ou seja, é o volume do
eritrocito médio, sendo calculado a partir da concentragdo de hemoglobina e eritrécitos totais (mean
corpuscular volume); MCH — hemoglobina celular média, ou seja, concentragdo absoluta de hemoglobina por
eritrocito (mean corpuscular hemoglobin); MCHC — concentragdo de hemoglobina celular média, ou seja,
concentracdo média de hemoglobina num determinado volume de eritrocitos compactados; PLT — Plaquetas.
Valores destacados em vermelho permanecem fora da normalidade estabelecida na Tabela 7

Tabela 16: Valores absolutos de hemograma realizado apds 110 dias em teste com amostras

sanguineas de ratosfémeaspertencentes ao grupoEBD 100mg/kg

Parametros 4.0 4.1 4.2 4.3 4.4 4.5 4.6 4.7 4.8 4.9
WBC (x103/uL) 2,6 7,0 3,8 2,9 2,6 3,1 2,3 2,9 3,4 4,4
RBC (x10%/pL) 7,85 8,17 7,97 7,23 7,61 8,03 7,65 8,63 8,34 7,49
HGB (g/dL) 14,7 15,7 14,8 139 14,1 15,4 14,5 16,7 15,3 14,1
HCT (%) 41,6 44,4 42,3 38,5 39,7 42,7 39,7 46,5 43,7 40,0
MCV (fL) 53,0 54,3 53,1 53,3 52,2 53,2 51,9 53,9 52,4 53,4
MCH (pg) 18,7 19,2 18,6 19,2 18,5 19,2 19,0 19,4 18,3 18,8
MCHC (g/dL) 35,3 35,4 35,0 36,1 35,5 36,1 36,5 35,9 35,0 35,3
PLT (x10°/uL) 894 343 595 753 644 892 695 1018 865 764

WBC — contagem total de leucécitos (white blood cell); RCB — contagem total de eritrécitos (red blood cell); HGB
— concentracdo de hemoglobina; HCT — hematdcrito; MCV — volume corpuscular médio, ou seja, é o volume do
eritrocito médio, sendo calculado a partir da concentragdo de hemoglobina e eritrécitos totais (mean
corpuscular volume); MCH — hemoglobina celular média, ou seja, concentragdo absoluta de hemoglobina por
eritrécito (mean corpuscular hemoglobin); MCHC — concentragdo de hemoglobina celular média, ou seja,
concentragdo média de hemoglobina num determinado volume de eritrécitos compactados; PLT — Plaquetas.
Valores destacados em vermelho permanecem fora da normalidade estabelecida na Tabela 7
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Tabela 17: Valores absolutos de hemograma realizado apds 110 dias em teste com amostras

sanguineas de ratosfémeaspertencentes ao grupoEBD 500mg/kg

Parametros 5.0 5.1 5.2 5.3 5.4 5.5 5.6 5.7 5.8 5.9
WBC (x103/uL) 3,7 2,9 3,0 2,9 2,5 2,8 2,9 1,6 3,8 3,0
RBC (xlOG/uL) 7,95 7,88 7,39 7,61 7,66 7,59 7,69 7,57 7,73 7,34
HGB (g/dL) 14,4 13,6 13,7 13,7 13,9 13,2 13,6 13,5 13,5 13,0
HCT (%) 41,3 39,9 38,9 39,3 40,1 37,6 39,3 38,1 39,3 38,0
MCV (fL) 51,8 50,6 52,6 51,6 52,3 49,5 51,1 50,3 50,8 51,8
MCH (pg) 18,1 17,3 18,5 18,0 18,1 17,4 17,7 17,8 17,5 17,7
MCHC (g/dL) 34,9 34,1 35,2 34,9 34,7 35,1 34,6 354 34,4 34,2
PLT (x103/uL) 999 1039 1144 1024 833 959 1000 887 1063 960

WBC — contagem total de leucdcitos (white blood cell); RCB — contagem total de eritrdcitos (red blood cell); HGB
— concentragdo de hemoglobina; HCT — hematécrito; MCV — volume corpuscular médio, ou seja, é o volume do
eritrocito médio, sendo calculado a partir da concentragdo de hemoglobina e eritrécitos totais (mean
corpuscular volume); MCH — hemoglobina celular média, ou seja, concentragdo absoluta de hemoglobina por
eritrocito (mean corpuscular hemoglobin); MCHC — concentragdo de hemoglobina celular média, ou seja,
concentracdo média de hemoglobina num determinado volume de eritrocitos compactados; PLT — Plaquetas.
Valores destacados em vermelho permanecem fora da normalidade estabelecida na Tabela 7

VALORES DE REFERENCIA BIOQUIMICOS

Os valores de referéncia que contemplam limites mdximos e minimos dos
parametros bioquimicosforam calculados, assim como os parametros hematoldgicos, com
base em valores obtidos de animais que compunham grupos satélite, sendo 20 animais
deste teste (macho n= 10 e fémeas n= 10) e 20 animais de outro teste que cumpria com as
mesmas condi¢cOes ja citadas. Para cada parametro foi calculada a média maisdois desvios

padrdo acima e abaixo da média.

Para os analitos, BIL (Bilirrubina), y-GT (gama glutamiltransferase), CREA
(creatinina), AU (acido durico), COL (colésterol) e TRIG (triglicérides),foram utilizadas

referéncias da literatura, atrelada as demais analises realizadas com o animal.

Em um recente trabalho realizado por Lima etal. (2014), o qual propos valores de
referéncia hematolégicos e bioquimicos para animais provenientes do biotério da
Universidade de Tiradentes-MG, os autores compararam valores de referéncia disponiveis

na literatura de estudos semelhantes, demonstrando a existéncia de diferentes
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padrdesentre animais de biotérios distintos, no entanto o cruzamento de tais informacdes
permitiu estabelecer uma faixa de normalidade para as analises bioquimicas, onde qualquer
alteracdo ndo determinava uma aparente doenca. Estes valores podem ser norteadores para
analise de grandes desviose encontram-se descritos na mesma Tabela 18 destacados na cor

azul.

Tabela 18: Valores de referéncia para analises bioquimicas proposto para ratos Wistar

(HanUnib:WH) machos e fémeas

MACHOS FEMEAS
Parametros Limite Min. Limite Max. Limite Min. Limite Max.
BIL (mg/dL)* 0,02 0,18 0,10 0,89
TGO (U/L) 41,4 374,5 68,2 264,7
TGP (U/L) 20,2 45 10,8 43,8
y-GT (U/L) 1 6 2 5
ALP (U/L) 10,1 160,8 2,4 92,6
CREA (mg/dL)® 0,24 1,20 0,28 1,10
UREIA(mg/dL) 36,8 71,5 40,0 77,2
AU (mg/dL)° 1 3,2 1,2 3,4
coL (mg/dL)® 45 76 54 9%
TRIG (mg/dL)f 22 100 23 138
GLIC (mg/dL) 62 114 72 125
Na (mmol/L) 141 145 137,7 144,2
K (mmol/L) 3,1 4,9 2,2 4,8
Ca (mmol/L) 1,2 1,4 1,2 1,5

TGO- Transaminase oxaloacética (AST- aspartatoaminotransferase), TGP — aminotransferase
glutdmico-pirdvica (ALT- alanina aminotransferase), GGT — gama glutamiltransferase, URE —
ureia, ALP — fosfatase alcalina, AU — acido urico, BIL — bilirrubina, COL — colésterol, CRE —
creatinina, TG — triglicerides. Médias expressas com valores inferiores ao limite maximo de
leitura imposta pelo equipamento ? < 5,00 U/L, °< 2,00 mg/dL, °< 0,500 mg/dL , ¢ < 100
mg/dL, ¢ 0,500 mg/dL, f< 70,0 mg/dL. Animais oriundos do Biotério Central do Centro
Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica na Area da Ciéncia em Animais de Laboratério
(CEMIB) com idade=6 meses (calculado a partir n=20/sexo).
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Tabela 19: Valores absolutos de analises bioquimicas realizado em amostra de soro e sangue total de ratos machos pertencentes ao grupo

satélite
Parametros 1.0 1.1 1.2 1.3 1.4 1.5 1.6 1.7 1.8 1.9
BIL (mg/dL)* <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500
o 8 TGO (U/L) 384 333 418 285 366 376 338 340 392 338
zg E TGP (U/L) 33,0 26,5 30,8 24,3 27,3 30,1 20,4 27,9 29,0 24,0
= 2 y-GT (U/L)? <5,00 <5,00 <5,00 <5,00 <5,00 <5,00 <5,00 <5,00 <5,00 <5,00
ALP (U/L) 182 73,5 87,1 63,8 85,8 95,1 81,0 151 78,1 85,2
g CREA (mg/dL)* <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500
lé UREIA(mg/dL) 39,6 39,7 48,7 49,2 46,1 44,4 39,2 43,4 46,8 44,0
:§: AU (mg/dL)® <2,00 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00
coL (mg/dL)* <100 <100 <100 <100 <100 <100 <100 <100 <100 <100
g TRIG (mg/dL)f <70,0 <70,0 <70,0 <70,0 <70,0 <70,0 <70,0 <70,0 <70,0 <70,0
E GLIC (mg/dL) 91 105 113 76 83 65 88 99 92 89
§ Na (mmol/L) 145 144 144 143 144 142 144 143 142 142
é K (mmol/L) 4,1 3,3 3,7 3,9 3,5 3,5 4,0 4,0 3,9 3,7
Ca (mmol/L) 1,37 1,31 1,29 1,29 1,29 1,26 1,33 1,22 1,26 1,26

TGO- Transaminase oxaloacética (AST- aspartatoaminotransferase), TGP — aminotransferase glutamico-pirdvica (ALT- alanina aminotransferase), GGT —
gama glutamiltransferase, URE — ureia, ALP — fosfatase alcalina, AU — 4acido urico, BIL — bilirrubina, COL — colésterol, CRE — creatinina, TG — triglicerides.
Médias expressas com valores inferiores ao limite maximo de leitura imposta pelo equipamento < 5,00 U/L, ®< 2,00 mg/dL, ‘< 0,500 mg/dL, 9<100 mg/dL,

€0,500 mg/dL, "< 70,0 mg/dL. Valores destacados em vermelho permanecem fora da normalidade estabelecida na tabela 18
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Tabela 20: Valores absolutos de andlises bioquimicas realizado em amostra de soro e sangue totalde ratos machos pertencentes ao grupo

veiculo
Parametros 2.0 2.1 2.2 2.3 24 2.5 2.6 2.7 2.8 2.9
BIL (mg/dL)* <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500
o G TGO (U/L) 199 158 151 161 121 99,7 133 94,2 128 114
zg ‘g TGP (U/L) 25,2 24,7 24,9 20,5 28,1 25,0 20,7 22,1 26,8 21,0
=2 y-GT (U/L)? <5,00 <5,00 <5,00 <5,00 <5,00 <5,00 <5,00 <5,00 <5,00 <5,00
ALP (U/L) 121 68,5 66,7 102 150 120 86,1 96,8 156
o _ CREA (mg/dL)® <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500
zg g UREIA(mg/dL) 27,5 31,4 43,4 49,3 43,8 37,9 44,9 49,7 36,5 39,0
= AU (mg/dL)b <2,00 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00
COL (mg/dL)* <100 <100 <100 <100 <100 <100 <100 <100 <100 <100
g TRIG (mg/dL)f <70,0 <70,0 <70,0 <70,0 <70,0 <70,0 <70,0 <70,0 <70,0 <70,0
g GLIC (mg/dL) 98 103 91 110 85 85 118 92 98 92
§ Na (mmol/L) 141 144 144 143 145 142 142 142 144 144
g K (mmol/L) 4,0 3,2 3,6 3,6 31 3,2 3,6 4,1 4,1 3,6
Ca (mmol/L) 1,28 1,34 1,31 1,36 1,35 1,33 1,23 1,32 1,37 1,30

TGO- Transaminase oxaloacética (AST- aspartatoaminotransferase), TGP — aminotransferase glutamico-pirdvica (ALT- alanina aminotransferase), GGT —
gama glutamiltransferase, URE — ureia, ALP — fosfatase alcalina, AU — 4cido Urico, BIL — bilirrubina, COL — colésterol, CRE — creatinina, TG — triglicerides.
Médias expressas com valores inferiores ao limite maximo de leitura imposta pelo equipamento < 5,00 U/L, bg 2,00 mg/dL, °< 0,500 mg/dL, 4<100 mg/dL,
€0,500 mg/dL, f< 70,0 mg/dL. Valores destacados em vermelho permanecem fora da normalidade estabelecida na Tabela 18
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Tabela 21: Valores absolutos de andlises bioquimicas realizado em amostra de soro e sangue totalde ratos machos, pertencentes ao grupo EBD

50mg/kg
Parametros 3.0 3.1 3.2 3.3 3.4 3.5 3.6 3.7 3.8
BIL (mg/dL)* <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500
o 8 TGO (U/L) 183 171 187 160 160 192 218 215 211
z§ E TGP (U/L) 33,0 27,4 26,4 23,1 24,7 27,6 32,7 28,6 24,7
= £ y-GT (U/L)° <5,00 <5,00 <5,00 <5,00 <5,00 <5,00 <5,00 <5,00 <5,00
ALP (U/L) 61,4 63,1 128 60,5 67,5 93,7 62,1 87,2 105
o _ CREA (mg/dL)® <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500
z§ g UREIA(mg/dL) 31,8 39,1 34,3 37,6 33,9 37,6 29,3 40,2 34,3
< = AU (mg/dL)° <2,00 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00
CoL (mg/dL)* <100 <100 <100 <100 <100 <100 <100 <100 <100
g TRIG (mg/dL)f <70,0 <70,0 <70,0 <70,0 <70,0 <70,0 <70,0 <70,0 <70,0
g GLIC (mg/dL) 100 105 85 94 107 93 105 98 95
§ Na (mmol/L) 144 143 143 143 142 144 142 143 141
g K (mmol/L) 4,0 3,7 3,7 4,2 3,9 3,8 3,8 3,6 4,1
Ca (mmol/L) 1,38 1,30 1,30 1,39 1,32 1,40 1,34 1,40 1,20

TGO- Transaminase oxaloacética (AST- aspartatoaminotransferase), TGP — aminotransferase glutamico-pirdvica (ALT- alanina aminotransferase), GGT —
gama glutamiltransferase, URE — ureia, ALP — fosfatase alcalina, AU — acido urico, BIL — bilirrubina, COL — colésterol, CRE — creatinina, TG — triglicerides.
Médias expressas com valores inferiores ao limite maximo de leitura imposta pelo equipamento < 5,00 U/L, ®< 2,00 mg/dL, ‘< 0,500 mg/dL, 9<100 mg/dL,

¢0,500 mg/dL, f<70,0 mg/dL. Valores destacados em vermelho permanecem fora da normalidade estabelecida na Tabela 18
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Tabela 22: Valores absolutos de andlises bioquimicas realizado em amostra de soro e sangue totalde ratos machos, pertencentes ao grupo EBD

100mg/kg
Parametros 4.0 4.1 4.2 4.3 4.4 4.5 4.6 4.7 4.8 4.9
BIL (mg/dL)" <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500
o 8 TGO (U/L) 201 175 131 163 141 154 154 186 181 215
z§ E TGP (U/L) 32,9 20,1 34,7 25,1 24,5 24,5 25,9 20,1 26,2 26,6
Z £ y-GT (U/L)* <5,00 <5,00 <5,00 <5,00 <5,00 <5,00 <5,00 <5,00 <5,00 <5,00
ALP (U/L) 81,9 91,4 95,7 85,6 135 135 76,3 73,4 91,6 167
o _ CREA (mg/dL)® <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 0,531 <0,500
zg g UREIA(mg/dL) 35,7 38,0 40,6 41,2 35,9 27,6 51,1 23,2 43,6 39,3
& AU (mg/dL)° <2,00 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00
coL (mg/dL)* <100 <100 <100 <100 <100 <100 <100 <100 <100 <100
g TRIG (mg/dL)f <70,0 <70,0 <70,0 <70,0 <70,0 <70,0 <70,0 <70,0 <70,0 <70,0
g GLIC (mg/dL) 103 91 92 80 90 95 99 113 95 95
§ Na (mmol/L) 143 143 144 143 143 144 141 143 143 144
g K (mmol/L) 3,5 4,3 3,4 3,4 3,5 3,3 3,6 3,5 3,4 3,7
Ca (mmol/L) 1,31 1,33 1,33 1,31 1,35 1,36 1,08 1,29 1,29 1,36

TGO- Transaminase oxaloacética (AST- aspartatoaminotransferase), TGP — aminotransferase glutamico-pirdvica (ALT- alanina aminotransferase), GGT —
gama glutamiltransferase, URE — ureia, ALP — fosfatase alcalina, AU — 4acido urico, BIL — bilirrubina, COL — colésterol, CRE — creatinina, TG — triglicerides.
Médias expressas com valores inferiores ao limite maximo de leitura imposta pelo equipamento < 5,00 U/L, ®< 2,00 mg/dL, ‘< 0,500 mg/dL, 9<100 mg/dL,

¢0,500 mg/dL, f<70,0 mg/dL. Valores destacados em vermelho permanecem fora da normalidade estabelecida na Tabela 18
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Tabela 23: Valores absolutos de andlises bioquimicas realizado em amostra de soro e sangue totalde ratos machos, pertencentes ao grupoEBD

500mg/kg
Parametros 5.0 5.1 5.2 5.3 5.4 5.5 5.6 5.7 5.8 5.9
BIL (mg/dL)" <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500
o 8 TGO (U/L) 53,0 156 145 118 98,5 135 120 155 138 107
zg" g TGP (U/L) 20,5 16,5 17,2 18,9 16,6 14,5 13,7 14,2 17,6 16,4
Z £ y-GT (U/L)* <5,00 <5,00 <5,00 5,00 <5,00 <5,00 <5,00 <5,00 <5,00 <5,00
ALP (U/L) 63,3 72,7 73,6 62,2 56,4 44,8 44,0 86,6 49,7 51,0
o _ CREA (mg/dL)® 0,581 <0,500 0,555 0,599 <0,500 <0,500 0,651 <0,500 <0,500 <0,500
zg g UREIA(mg/dL) 53,8 47,4 39,0 52,1 31,6 37,6 42,3 41,5 47,4 42,4
& AU (mg/dL)° <2,00 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00
coL (mg/dL)* <100 <100 <100 <100 <100 <100 <100 <100 <100 <100
g TRIG (mg/dL)f <70,0 <70,0 <70,0 <70,0 <70,0 <70,0 <70,0 <70,0 <70,0 <70,0
g GLIC (mg/dL) 82 75 83 70 75 78 79 64 74 85
§ Na (mmol/L) 142 142 143 144 144 144 141 144 144 145
g K (mmol/L) 3,9 4,3 4,1 4,1 3,7 3,6 3,7 3,4 3,9 3,5
Ca (mmol/L) 1,26 1,39 1,30 1,27 1,38 1,37 1,17 1,38 1,41 1,36

TGO- Transaminase oxaloacética (AST- aspartatoaminotransferase), TGP — aminotransferase glutamico-pirdvica (ALT- alanina aminotransferase), GGT —
gama glutamiltransferase, URE — ureia, ALP — fosfatase alcalina, AU — acido urico, BIL — bilirrubina, COL — colésterol, CRE — creatinina, TG — triglicerides.
Médias expressas com valores inferiores ao limite maximo de leitura imposta pelo equipamento “< 5,00 U/L, ®< 2,00 mg/dL, ‘< 0,500 mg/dL, 9<100 mg/dL,

¢0,500 mg/dL, f<70,0 mg/dL. Valores destacados em vermelho permanecem fora da normalidade estabelecida na Tabela 18
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ANALISES BIOQUIMICAS DAS FEMEAS

Tabela 24: Valores absolutos de andlises bioquimicas realizado em amostra de soro e sangue totalde ratosfémeas, pertencentes ao

gruposatélite

Parametros 1.0 1.1 1.2 1.3 1.4 1.5 1.6 1.7 1.8 1.9
BIL (mg/dL)* <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500
o _g TGO (U/L) 152 168 165 275 217 224 160 203 102 145
zg “é TGP (U/L) 24,9 26,1 28,6 21,5 25,6 18,7 31,0 48,4 34,7 28,9
2 £ y-GT (U/L)* <5,00 <5,00 <5,00 <5,00 <5,00 <5,00 <5,00 <5,00 <5,00 <5,00
ALP (U/L) 40,4 105 49,4 62,2 40,7 33,8 46,7 48,4 82,3 39,2
o _ CREA (mg/dL)® 0,542 <0,500 0,530 0,632 <0,500 <0,500 0,508 <0,500 <0,500 <0,500
zg g UREIA(mg/dL) 52,5 42,9 70,7 62,4 59,6 65,6 63,9 48,3 58,2 46,1
o AU (mg/dL)® <2,00 <2,00 <2,00 2,13 2,0 2,0 2,0 <2,00 <2,00 <2,00
- COL (mg/dL)* <100 <100 <100 <100 <100 <100 <100 <100 <100 <100
§ TRIG (mg/dL)’ <70,0 <70,0 <70,0 <70,0 <70,0 <70,0 <70,0 <70,0 <70,0 <70,0
E GLIC (mg/dL) 100 96 94 109 89 86 96 83 80 89
a Na (mmol/L) 141 143 141 139 144 140 141 144 141 142
§ K (mmol/L) 3,5 3,5 3,3 4,9 3,5 3,1 4,0 4,9 3,9 3,4
Ca (mmol/L) 1,35 1,42 1,31 1,43 1,38 1,26 1,33 1,41 1,40 1,34

TGO- Transaminase oxaloacética (AST- aspartatoaminotransferase), TGP — aminotransferase glutamico-pirdvica (ALT- alanina aminotransferase), GGT —
gama glutamiltransferase, URE — ureia, ALP — fosfatase alcalina, AU — 4acido urico, BIL — bilirrubina, COL — colésterol, CRE — creatinina, TG — triglicerides.
Médias expressas com valores inferiores ao limite maximo de leitura imposta pelo equipamento ?< 5,00 U/L, bg 2,00 mg/dL, °< 0,500 mg/dL, 4<100 mg/dL,

€0,500 mg/dL, f< 70,0 mg/dL. Valores destacados em vermelho permanecem fora da normalidade estabelecida na Tabela 18
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: Valores absolutos de andlises bioquimicas realizado em amostra de soro e sangue totalde ratosfémeas, pertencentes ao grupo

Tabela 25
veiculo
Parametros 2.0 2.1 2.2 23 24 2.5 2.6 2.7 2.8 2.9
BIL (mg/dL)* <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500
o 8 TGO (U/L) 138 126 164 117 161 162 374 122 135 155
z§ g TGP (U/L) 21,7 25,4 21,1 21,0 31,0 38,2 43,0 17,6 22,4 28,7
= £ y-GT (U/L)* <5,00 <5,00 <5,00 5,00 <5,00 <5,00 <5,00 <5,00 <5,00 <5,00
ALP (U/L) 37,7 49,2 47,7 49,0 64,9 58,2 46,3 53,2 40,6 52,5
o _ CREA (mg/dL)® <0,500 <0,500 <0,500 0,503 <0,500 0,526 0,530 0,561 0,509 <0,500
zg g UREIA(mg/dL) 48,7 38,2 54,4 52,3 55,4 64,0 46,8 71,1 52,6 50,4
& = AU (mg/dL)b <2,00 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00
coL (mg/dL)d <100 <100 <100 <100 <100 <100 <100 <100 <100 <100
E TRIG (mg/dL)f <70,0 <70,0 <70,0 <70,0 <70,0 <70,0 <70,0 <70,0 <70,0 <70,0
E GLIC (mg/dL) 68 66 101 98 73 85 77 78 87 77
E Na (mmol/L) 142 136 142 141 143 142 140 141 142 141
g K (mmol/L) 3,6 3,1 3,6 3,6 3,8 3,9 3,5 3,1 3,4 3,3
Ca (mmol/L) 1,31 1,31 1,31 1,27 1,35 1,36 1,29 1,23 1,27 1,29

TGO- Transaminase oxaloacética (AST- aspartatoaminotransferase), TGP — aminotransferase glutamico-pirdvica (ALT- alanina aminotransferase), GGT —
gama glutamiltransferase, URE — ureia, ALP — fosfatase alcalina, AU — 4cido urico, BIL — bilirrubina, COL — colésterol, CRE — creatinina, TG — triglicerides.
Médias expressas com valores inferiores ao limite maximo de leitura imposta pelo equipamento < 5,00 U/L, bg 2,00 mg/dL, °< 0,500 mg/dL, 4<100 mg/dL,

¢0,500 mg/dL, f<70,0 mg/dL. Valores destacados em vermelho permanecem fora da normalidade estabelecida na Tabela 18
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Tabela 26: Valores absolutos de andlises bioquimicas realizado em amostra de soro e sangue totalde ratosfémeas, pertencentes ao grupoEBD

50mg/kg
Parametros 3.0 3.1 3.2 33 3.4 3.5 3.6 3.7 3.8 3.9
BIL (mg/dL)* 1,36 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500
o8 TGO (U/L) 104 126 158 118 58,5 155 166 126 136 95,5
zg" ‘E TGP (U/L) 18,5 40,2 27,9 26,9 21,1 25,3 36,0 22,4 19,2 254
= 'GCJ y-GT (U/L)° <5,00 <5,00 <5,00 <5,00 <5,00 <5,00 <5,00 <5,00 <5,00 <5,00
ALP (U/L) 39,9 34,6 56,4 65,1 45,4 70,1 54,0 54,6 95,0 45,2
o _ CREA (mg/dL)¢ <0,500 0,504 <0,500 <0,500 <0,500 0,551 0,510 <0,500 <0,500 0,562
g g UREIA(mg/dL) 50,3 54,4 51,4 44,4 57,5 57,1 52,8 46,4 49,0 61,9
& = AU (mg/dL)b <2,00 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00 2,00
coL (mg/dL)d <100 <100 <100 <100 <100 <100 <100 <100 <100 <100
ﬁ TRIG (mg/dL)f <70,0 <70,0 <70,0 79,5 <70,0 <70,0 <70,0 <70,0 <70,0 <70,0
g GLIC (mg/dL) 84 113 80 109 78 89 105 109 72 113
§ Na (mmol/L) 141 142 144 145 141 141 142 141 142 141
g K (mmol/L) 3,5 3,4 3,4 3,8 3,4 3,7 3,0 3,0 3,4 3,3
Ca (mmol/L) 1,33 1,40 1,37 1,39 1,40 1,36 1,32 1,27 1,32 1,38

TGO- Transaminase oxaloacética (AST- aspartatoaminotransferase), TGP — aminotransferase glutamico-pirdvica (ALT- alanina aminotransferase), GGT —
gama glutamiltransferase, URE — ureia, ALP — fosfatase alcalina, AU — acido urico, BIL — bilirrubina, COL — colésterol, CRE — creatinina, TG — triglicerides.
Médias expressas com valores inferiores ao limite maximo de leitura imposta pelo equipamento “< 5,00 U/L, ®< 2,00 mg/dL, ‘< 0,500 mg/dL, 9<100 mg/dL,

¢0,500 mg/dL, f<70,0 mg/dL. Valores destacados em vermelho permanecem fora da normalidade estabelecida na Tabela 18
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Tabela 27: Valores absolutos de andlises bioquimicas realizado em amostra de soro e sangue totalde ratosfémeas, pertencentes ao grupoEBD

100mg/kg
Parametros 4.0 4.1 4.2 4.3 4.4 4.5 4.6 4.7 4.8 4.9
BIL (mg/dL)* <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500
o 8 TGO (U/L) 101 120 125 101 122 131 97,9 140 107 104
zg" ‘E TGP (U/L) 19,1 18,1 22,6 15,8 23,1 25,9 17,2 20,3 21,8 12,1
= 'GCJ y-GT (U/L)° <5,00 <5,00 <5,00 <5,00 <5,00 <5,00 <5,00 <5,00 <5,00 <5,00
ALP (U/L) 23,7 24,5 38,6 51,5 41,7 83,0 84,8 35,6 24,3 37,6
o _ CREA (mg/dL)¢ <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 0,554 0,506 <0,500
g g UREIA(mg/dL) 51,7 56,8 76,1 38,2 57,9 56,8 55,6 84,7 63,4 47,0
& = AU (mg/dL)b <2,00 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00 2,00
CcoL (mg/dL)d <100 <100 <100 <100 <100 <100 <100 <100 <100 <100
g TRIG (mg/dL)f <70,0 <70,0 <70,0 <70,0 <70,0 <70,0 <70,0 71,8 <70,0 <70,0
g GLIC (mg/dL) 95 74 74 95 79 90 101 69 85 79
§ Na (mmol/L) 143 141 137 137 142 143 140 142 142 142
g K (mmol/L) 3,6 3,5 3,6 3,7 3,5 3,6 3,6 3,9 3,5 3,6
Ca (mmol/L) 1,43 1,27 1,15 1,11 1,27 1,36 1,23 1,45 1,35 1,45

TGO- Transaminase oxaloacética (AST- aspartatoaminotransferase), TGP — aminotransferase glutamico-pirdvica (ALT- alanina aminotransferase), GGT —
gama glutamiltransferase, URE — ureia, ALP — fosfatase alcalina, AU — acido urico, BIL — bilirrubina, COL — colésterol, CRE — creatinina, TG — triglicerides.
Médias expressas com valores inferiores ao limite maximo de leitura imposta pelo equipamento “< 5,00 U/L, ®< 2,00 mg/dL, ‘< 0,500 mg/dL, 9<100 mg/dL,

¢0,500 mg/dL, f<70,0 mg/dL. Valores destacados em vermelho permanecem fora da normalidade estabelecida na Tabela 18
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Tabela 28: Valores absolutos de andlises bioquimicas realizado em amostra de soro e sangue totalde ratosfémeas, pertencentes ao grupoEBD

500mg/kg
Parametros 5.0 5.1 5.2 5.3 5.4 5.5 5.6 5.7 5.8 5.9
BIL (mg/dL)* <0,500 0,669 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500
o 8 TGO (U/L) 164 152 162 143 134 131 101 128 126 180
z§ :E TGP (U/L) 18,7 17,0 22,1 20,9 19,6 15,7 28,0 18,9 16,7 20,5
Z £ y-GT (U/L)° <5,00 <5,00 <5,00 <5,00 <5,00 <5,00 <5,00 <5,00 <5,00 <5,00
ALP (U/L) 25,2 48,9 39,3 31,4 40,3 214 304 41,0 28,3 43,4
o _ CREA (mg/dL)® 0,510 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500
zg g UREIA(mg/dL) 71,6 60,7 54,3 45,6 50,0 61,2 60,1 51,8 52,6 59,9
& AU (mg/dL)® <2,00 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00 2,00
CoL (mg/dL)* <100 102 <100 104 <100 109 100 <100 <100 <100
g TRIG (mg/dL)f <70,0 <70,0 <70,0 <70,0 <70,0 <70,0 <70,0 <70,0 <70,0 <70,0
g GLIC (mg/dL) 80 84 85 94 87 88 91 79 90 73
§ Na (mmol/L) 143 144 143 142 145 147 144 142 143 143
g K (mmol/L) 3,5 3,9 3,2 4,0 3,7 3,7 3,6 3,4 3,4 4,6
Ca (mmol/L) 1,25 1,40 1,27 1,34 1,43 1,42 1,50 1,39 1,39 1,44

TGO- Transaminase oxaloacética (AST- aspartatoaminotransferase), TGP — aminotransferase glutamico-pirdvica (ALT- alanina aminotransferase), GGT —
gama glutamiltransferase, URE — ureia, ALP — fosfatase alcalina, AU — acido urico, BIL — bilirrubina, COL — colésterol, CRE — creatinina, TG — triglicerides.
Médias expressas com valores inferiores ao limite maximo de leitura imposta pelo equipamento “< 5,00 U/L, ®< 2,00 mg/dL, ‘< 0,500 mg/dL, 9<100 mg/dL,

¢0,500 mg/dL, f<70,0 mg/dL. Valores destacados em vermelho permanecem fora da normalidade estabelecida na Tabela 18
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O diagndstico de qualquer doenca ou desequilibrio ndo deve ser praticado
apenas pela observagao de uma Unica alteracao, mas baseado em um conjunto de andlises
individualizadas considerando a particularidade de cada organismo (Gad, 2006 ; Evans, 2009;
Lima, et al., 2014). As analises bioquimicas realizadas avaliaram a homeostase dos principais
sistemas com a dosagem de enzimas marcadoras hepaticas, renais, lipideos e eletrélitos, que

foram mais uma ferramenta para atestar o estado de salde dos animais.

Os animais submetidos a avaliagdo de toxicidade de doses repetidas com
administracdo do EBD foram diariamente avaliados de maneira individualizada e os
resultados de suas respectivas analises descritos de forma detalhada para que houvesse uma
maior clareza na analise dos dados. Tanto o Guia para a conducdo de estudos ndo clinicos de
toxicologia (ANVISA, 2013), como os documentos redigidos pela OECD, orientam para que
cada animal testado seja considerado um individuo Unico e potencialmente representativo
no teste. Portanto as tabelas anteriormente apresentadas representam os resultados brutos

coletados.

Ao final do teste, apds administracdo via oral de doses repetidas do EBD, 5
animais machos da dose de 50 mg/kg (Tabela 21), 4 animais machos da dose de 100 mg/kg
(Tabela 22) e 1 animal macho da dose de 500 mg/kg (Tabela 23)apresentaramuma dosagem
de ureia inferior ao o limite minimo sugerido. Este comportamento também foi verificado
em 3 animais do grupo veiculo (Tabela 20), sugerindo ndo ser uma consequéncia exclusiva
da administracdao do EBD, nem estar relacionado a dose do mesmo.Da mesma maneira 1
animal fémeacom dose de 100mg/kg apresentou ureia abaixo do limite (Tabela 27). Apenas
1 animal fémea da dose 100 mg/kg exibiu valor de ureia acima do limite maximo 84,7 mg/dL

(limite de 40 a 77,2 mg/dL).

A ureia é gerada no figado como um produto de catabolismo de aminodcidos e
proteinase atua como a principal fonte de excrecdo de compostos nitrogenados do
organismo. Sua alteracdo para mais ou para menos no sangue pode ser influenciada
poralgumas varidveis como: a ingesta de alimentos proteicos, variacdo na concentracdo de
amoOnia, o correto funcionamento hepatico, bem como pela perfusdo renal e taxa de

filtracdo glomerular(Weiner et al., 2015).



99

Assim como hiperuremia (elevacdo na taxa de ureia sanguinea) pode estar
relacionada a oferta de proteina na dieta do animal ou a uma possivel redugdo da taxa de
excrecdo da mesma na urina, a hipouremia (deplecdo na taxa de ureia sanguinea)pode ser
causada por dieta pobre, hiper-hidratacdao ou pode ser encontrada em casos de insuficiéncia
hepatica devido a possiveis lesdes no figado, que se torna incapaz de metabolizar uréia a
partir de compostos nitrogenados. Todavia, que alteragdes da uréia caracterizem um quadro
de intoxicacdo, esta deve estar acompanhada por dosagem da creatinina (principal indicador

de toxicidade renal) (Mariz et al., 2006).

Os niveis séricos de ureia e creatinina sdo dois importantes fatores para se
avaliar o indice de filtracdo glomerular, niveis estes que podem estar elevados ou diminuidos
em determinadas situagdes. A creatinina é um composto enddgeno, obtido por meio do
metabolismo muscular da creatina, sendo constante a sua producdo pelo organismo. O valor
sérico desse metabdlito, além da funcdo renal, depende da massa muscular, nutricdo e
ocorréncia de edema (Pasupathy et al., 2011). Neste estudo, os niveis séricos de creatinina

mantiveram-se normais em relagdo ao grupo satélitetanto para machos quanto para fémeas.

Na tabela 23 observamos que 9 dos 10 animais pertencentes ao grupo EBD
500mg/kg exibiram valores da enzima TGP menores que o limite proposto (limite de 20,2 a
45 U/L). Embora esta enzima seja um dos principais marcadores de toxicidade hepatica,
apenas o seu aumento é indicativo de tal disfuncdo a deteccdo de uma menor expressdo
desta ndo se torna preocupante como sinal de dano hepatico, mas é um dado importante
pois pode indicar um desequilibrio em sua sintese. Nivel anormalde marcadores bioquimicos
é definido como valores que excedem o limite superior de referéncia uma vez que nao ha
nenhum significado clinico para a ocorréncia de baixos niveis; com exce¢ao para a albumina

do soro (Giannini et al., 2005).

ANALISES HISTOPATOLOGICAS

Ao final do teste (1102 dia) os animais tratados com o extrato EBD nas doses de
50, 100 e 500mg/kg foram necropsiados e os cortes histolégicos dos 6rgdos foram

analisados pelo médico patologista Dr. Paulo Newton Danzi Salvia.
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Todos os animais, machos e fémeas, tratados com EBD e seus respectivos

controles apresentaram as seguintes condi¢Ges de normalidade para os 6rgdos abaixo:

Cérebro/Cerebelo: Substancia branca acinzentada com arquitetura preservada. Neurdnios

com aspecto histolégico habitual. Revestimento ventricular com epéndima tipico.

Para os machos: Testiculo/Epididimo: Gonadas masculinas apresentando espermatogénese

completa. Epididimo sem particularidades histolégicas

Para as fémeas:Ovarios/ Utero: Ovérios com arquitetura preservada, sem particularidades

histoldgicas. Utero constituido por feixes entrelagados de musculatura lisa. Colo uterino com
endocérvice revestida por epitélio cilindrico tipico. Ectocérvice revestida por epitélio

escamoso tipico.
Coracao: Cardiomidécitos com aspecto histoldgico habitual. Sem particularidades histolégicas

Glandulas adrenais: Camadas cortical e medular sem particularidades histoldgicas.

Baco:Cdpsula revestida por mesotélio preservado, parénquima sem particularidades

histolégicas em polpa vermelha e polpa branca.

Intestino delgado / Intestino grosso: Dentro dos limites de normalidade

Rins: Arquitetura cortigo-medular preservada. Glomérulos normocelulares.

Pulmdo:Sete fémeas (3 do grupo veiculo, 2 do grupo EBD 50mg/kg, 1 do grupo EBD
100mg/kg e 1 do grupo EBD 500mg/kg) e trés machos (3 do grupo satélite), foram

diagnosticados com enfizema pulmonar.

Os pulmdes dos animais supracitados apresentavam arquitetura bronquiolo-
pulmonar preservados com moderada congestdo dos capilares alveolares, espacos aéreos
contiguos e aumentados formando estruturas cisticas e fibrose intersticial com colabamento

da parede alveolar (Figura24).

A Figura 23 refere-seafotomicroscopia de corte histolégico de pulmao sadio. Na
imagem A, com o aumento de 200x, observam-se os espacos alveolares (setas) bem

definidos e na imagem B as paredes alveolares preservadas.
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Figura 23: Cortes histoldgicos dos pulmdes demonstrando nas imagens A e B o 6rgao sadio

A- Pulmdo sadio, aumento de 200x; B- Pulm&o sadio, aumento de 400x; Coloragdo- Hematoxilina/eosina.
paredes alveolares preservadas e bem definidas (setas)

Figura 24: Cortes histoldgicos dos pulm&es demonstrando nas imagens A e B o érgdo com

fibrose intersticial com colabamento da parede alveolar.

C- Pulmdo com pneumonia, aumento de 200x; D- Pulmdo com pneumonia, aumento de 400x. Setas=

colabamento alveolar

A lesdo pulmonar cronica pode ter causas diversas e é frequentemente associada
com o desenvolvimento de fibrose pulmonar caracterizada pela substituicdo da estrutura
pulmonar normal por uma matriz colagenosa espessa com consequente redu¢do na
capacidade de troca gasosa (Wang et al., 2016). Nos seres humanos, as condi¢cbes que
conduzem a fibrose pulmonar variam muito, de infec¢Ges a exposi¢cdo a agentes toxicos ou

material particulado, assim como animais de laboratério que também parecem desenvolver
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uma resposta fibrética pulmonar a muitos destes agentes incitadores, embora existam

diferencgas entre espécies.

Independentemente do agente incitador, o processo fibrogénico parece ser
geralmente caracterizado por ruptura da estrutura alveolar-capilar normal, fuga de
exsudado do compartimento vascular para os espacos aéreos, invasdao subsequente por
células inflamatdrias e fibroblastos associados com formagao de matriz em excesso. Estudos
em animais de laboratdrio com diferentes agentes fibrogénicos sugeriram que a fibrose
pulmonar aumentou as produgdes do factor de necrose tumoral TNFapor macroéfagos

(Greaves, 2012)

O diagnéstico de enfisema pulmonar teve ocorréncia inespecifica, acometendo
animais tanto dos grupos controle como de grupos tratados, descaracterizando ser um

resultado de intoxicacdo provocada pela administracdo do extrato EBD.

O enfisema pulmonar é caracterizado por um alargamento anormal e
permanente dos espacos aéreos distais aos bronquiolos terminais, acompanhado pela
destruicdo das paredes onde nem sempre a fibrose é ébvia. O enfisema tem sido relatado
como uma alteragdo espontanea relacionada também com a idade em ratos de laboratério

(Greaves, 2012).

Na natureza, os roedores se alimentam naturalmente com as fossas nasais
voltadas para baixo, ja na gaiola de manutencdo a racdo é colocada acima dos animais, sobre
uma grade metalica e para alimentar-se o animal precisa voltar-se para cima, facilitando
assim a broncoaspiracdo deste material particulado. Uma hip6tese para o ocorrido é que
material particulado como pé da maravalha (piso da gaiola) ou até mesmo pequenas
particulas da racdo possam ser agressores potenciais para provocar o enfisema

diagnosticado (Haschek, et al. 2010)

Figado:Na analise hepatica uas alteragdes foram diagnosticadas nos figados dos animais. A
primeira com ampla ocorréncia comprometeu quase que a totalidade dos animais (grupo
satélite:8 machos e 9 fémeas; Grupo veiculo: 8 machos e 10 fémeas; Grupo EBD 50 mg/kg:
6 machos e 6 fémeas; Grupo EBD 100mg/kg: 6 machos e 4 fémeas; e Grupo EBD 500mg/kg:

nenhum macho e 4 fémeas). Estes animais foram diagnosticados com degeneracdo hidrépica
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em zona3, centro-lobular. Esta é uma alteracdo idiopatica (surgimento espontdaneo e sem
causa)que pode ser multifatorial caracterizadas pelo acumulo de agua dentro da matriz
citosélica, aumento do citoplasma de coloracdo palida, com estreitamento dos espacos
sinusdides e perissinusoidais. Esta forma de lesdo é reversivel e pode ser atribuida a uma

incapacidade de manter o equilibrio do sédio intracelular (Haschek, et al. 2010).

Para compreender a localizacdo da lesdo é necessario entender o conceito de
[6bulo hepatico. Histologicamente, este apresenta forma hexagonal, com uma veia
centrolobular (chamada zona 3) com as triades portais nas extremidades desse hexagono
imaginario. As colunas de hepatécitos dispdem-se lado a lado, a partir da veia central e entre
elas estdo situados os sinusdides hepaticos, que transportam o sangue que chega pelos

ramos da veia porta e da artéria hepatica (McGavin& Zachary, 2011).

A degeneracgdo hidrdpica, ou tumefacdo celular aguda, é a expressdao da lesdo
celular mais comum e fundamental. E caracterizada pelo acimulo intracelular de dgua que
ocorre pela incapacidade da célula de manter o equilibrio idbnico e a homeostasia de fluidos,
em funcdo de falha nas bombas dependentes de energia das membranas celulares sendo a

primeira manifestacdo de quase todas as formas de dano celular (Robbins & Cotran, 2015).

Macroscopicamente, os figados com degeneracdo hidrdpica apresentaram-se
discretamente empalidecidos, caracteristica classica de drgdos intumescidos.
Microscopicamente (Figura 25)foram observadas células muito dilatadas, onde o citoplasma
é um espaco claro (setas Figura 25). Essa alteracdo, muitas vezes, é diagnosticada como
vacuolizacdo do hepatdcito ou balonizacdo (McGavin& Zachary, 2011). Denny (2002) ja havia
observado que a administracdo subcutanea das mesmas doses do éleo da Pterodon

pubescensprovocou a mesma alteragdo nas duas maiores doses (100mg/kg e 300mg/kg).

O diagnostico de degeneracdo hidrépica em zona centrolobular teve ocorréncia
inespecifica, acometendo animais tanto dos grupos controle como de grupos tratados,
descaracterizando ser um resultado de intoxicacdo provocada pela administracdo do extrato
EBD.Este resultado ndo estd correlacionado aos baixos indices de TGP observados nos ratos

machos tratados com EBD 500 mg/kg.
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Figura 25: Cortes histologicos do figado demonstrando degeneracdo hidrdpica em zona

centrolobular.

A- Aumento de 200x; B- Aumento de 400x; Coloracdo- Hematoxilina/eosina. Seta 1= Zona
centrolobular, seta 2= zona clara de hepatécitos que se forma ao redor da veia centrolobular, setas
3= hepatdcito balonizado (degeneragdo hidropica)

No figado dos animais também foram encontradas alteracdes diagnosticadas
como esteatose hepatica microgoticular de grau leve comprometendo os seguintes animais:
Grupo EBD 50mg/kg 1 fémea, Grupo EBD 100mg/kg 3 machos e 2 fémeas e Grupo EBD
500mg/kg 6 machos e 5 fémeas.

A esteatose hepadtica, ou lipidose hepatocelular, ndo é uma doenca, mas reflete
uma disfuncdo metabdlica,podendo ocorrer como sequela de uma variedade de
perturbacdes do metabolismo lipidico normal eque tanto pode iniciar por um processo
inflamatdrio que promove o acumulo de lipideos nos hepatécitos, como pode ser provocada

pela ingestdo excessiva de acidos graxos(Laurence, et al., 2012).

A incidéncia de esteatose microgoticular(Figura 26) nos animais tratados com o
EBD, nas trés doses, foi maior a medida em quese aumentou a dosagem da amostra
administrada, sugerindo que a amostra, por apresentar caracteristica lipidica, possa
contribuir para o surgimento desta disfungdo. Porém estes animais ndao apresentaram

qualquer alteracdo de colésterol ou triglicérides séricos.
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Outros estudos deverdo ser realizados, como a caracteriza¢do dos acidos graxos que
compdem a amostra EBD e avaliagdo de sua influéncia dietética no metabolismo dos

animais.

Figura 26: Corte histolégico do figado demonstrando esteatose microgoticular (setas)

préximo ao espaco porta-hepatico.

Aumento de 200x. Coloragdo: Hematoxilina/eosina

5.2.4. Avalia¢do da toxicidade com doses repetidas dosvouacapanosm/z404

Para o teste de toxicidade de doses repetidas com o composto m/z 404, escolheu-se
utilizar a espécie de camundongos ndo isogénicosSwiss, pois além de atender as exigéncias
solicitadas nas diretrizes vigentes (ANVISA, 2013), possui menor peso corpéreo,
necessitando de uma menor massa de amostra. Sabendo que o rendimento do composto é
menor que o EBD e os ratosnecessitam de 10x a quantidade de amostra frente aos

camundongos, considerou-seesta escolha pertinente.

A utilizacdo somente de fémeas foi parte das orientagbes descritas nas novas

orientacdes, pois sdo mais sensiveis a sinais de toxicidade (ANVISA, 2013).
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AVALIACAO PONDERAL

Durante todo o experimento o peso dos animais foi monitorado individualmente a
cadaseis dias, até o 902 dia, em balanca semi-analitica eletrénica, para determinacdo do
ganho da massa corporal em gramas. Ao final do teste, os animais foram eutanasiados e as
amostras de sangue coletadas para realizagdo das analises hematoldgicas, bioquimicas e
orgdos coletados para analises histopatoldgicas.Todas as avaliagbes diarias, bem como o
peso de cada animal, foram registrados em ficha de acompanhamento individualizada e,
para melhor visualizagdo e compreensao, os pesos individuais compuseram o peso do grupo

para o qual foram calculados média e desvio padrdo da média.

Na figura 27 observou-se a evolucdo do peso em funcdo do tempo para todos os
grupos de camundongos fémeas tratados com os vouacapanosm/z404 nas doses de 30, 100
e 300mg/kg (V.0.) e grupos controle (veiculo e satélite). No 182 dia de avaliagdo, os animais
ja se encontravam com idade de 10 semanas, apresentando no peso do animal adulto e
deste periodo até o final do experimento ganharam ou perderam pouco peso, variando de
2g a 8g por grupo, comportamento natural que ndo sugere nenhuma alteracdo. Os animais

tratados naodivergiram em quantidade de racao consumida em relagdo ao grupo satélite.

Os animais foram observados diariamente para anotagdo de quaisquer sinais de
toxicidade, considerando que o vouacapano m/z 404 foi a Unica amostra a provocar injurias
no teste de dose aguda (Tabela 5). Todos os animais, incluindo camundongos tratados com a

maior dose do vouacapano m/z 404, exibiram comportamento normal no decorrer do teste.
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. Figura 27: Grafico representando avariacdo de peso corporal dos grupos, tratados ao longo

de 110 dias com doses-repetidas do vouacapano m/z404.
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Teste de Tukey, p<0,05 (ANOVA).

VALORES DE REFERENCIA HEMATOLOGICOSE BIOQUIMICOS

Os dados utilizados para calcular valores de referéncia hematolégicos foram

provenientes de dois testes com grupo satélite na mesma idade e para valores de referéncia

bioquimica foram usados somente os dados do grupo satélite deste teste.

Foram utilizados valores de analitos de 20camundongos fémeas com idade entre

5 e 6 meses, integrantes de grupos controle satélite, sem administracdo de nenhuma

amostra e com coleta realizada por puncgao retro-orbicular. Os valores foram tratados por

distribuicdo de Gauss para descrever os limites que incluem 95% dos resultados do teste em

uma populacdo livre de doenca (Evans, 2009) e realizou-se o calculo da média somando duas

vezes o desvio padrao para propor o limite maximo e subtraindo duas vezes o desvio padrdo

para propor limite minimo.
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Para os parametros bilirrubina (BIL), creatinina(CRE) e gama glutamiltransferase
(GGT), nao foram encontrados estudos de valores de referéncia para a espécie Swiss,
portanto, utilizamos os valores de < 0,500, < 5,00 e < 0,500 respectivamente como limite

maximo de leitura. Qualquer desvio para mais serd sinalizado como indicativo para atencao.

Tabela 29: Valores de referéncia de Hemograma proposto para camundongos Swissfémeas
oriundos do Biotério Central do Centro Multidisciplinar para Investigacdo Biolégica na Area

da Ciéncia em Animais de Laboratério (CEMIB) com idadeaproximada de 6meses

Parametros Limite Min. Limite Max.

WBC (x10°/pL) 1 4,7

RBC (x10%/puL) 8,3 12,2
HGB (g/dL) 12,9 15,7
HCT (%) 43,2 54,9
MCV (fL) 45,0 50,7
MCH (pg) 11,9 15,8
MCHC (g/dL) 26,9 29,4
PLT (x10%/uL) 1280 2173

WBC — contagem total de leucécitos (white blood cell); RCB — contagem total de eritrécitos (red blood cell); HGB
— concentragdo de hemoglobina; HCT — hematécrito; MCV — volume corpuscular médio, ou seja, é o volume do
eritrécito médio, sendo calculado a partir da concentragdo de hemoglobina e eritrécitos totais (mean
corpuscular volume); MCH — hemoglobina celular média, ou seja, concentragdo absoluta de hemoglobina por
eritrocito (mean corpuscular hemoglobin); MCHC — concentra¢cdo de hemoglobina celular média, ou seja,
concentracdo média de hemoglobina num determinado volume de eritrdcitos compactados. PLT — Plaquetas.
calculado a partir n=20

Os valores relacionados nas tabelas (31-35) representam valores brutos de cada
parametro sanguineo analisado, coletados de cada animal ao final do teste. Estes foram
comparados aos valores de referéncia propostos na Tabela 29 e descritos em vermelho os

valores que ndo permaneceram dentro da normalidade
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Tabela 30: Valores de referéncia de andlises bioquimicas propostos para Camundongos
Swiss (Unib:SW) fémeas oriundos do Biotério Central do Centro Multidisciplinar para
Investiga¢do Bioldgica na Area da Ciéncia em Animais de Laboratério (CEMIB) com idade=6

meses

Parametros Limite Min. Limite Max.
BIL (mg/dL) - < 0,500
TGO (U/L) 18 369
TGP (U/L) 13,3 82,3
v-GT (U/L) - < 5,00
ALP (U/L) 16 292
CREA (mg/dL) - < 0,500
UREIA (mg/dL) 20,2 44
AU (mg/dL) 1,27 2,73
COL (mg/dL) 105,2 166
TRIG (mg/dL) 120,8 169,2
GLIC (mg/dL) 79 158

TGO- Transaminase oxaloacética (AST- aspartatoaminotransferase), TGP — aminotransferase glutamico-piruvica

(ALT- alanina aminotransferase), GGT — gama glutamiltransferase, URE — ureia, ALP — fosfatase alcalina, AU —

acido urico, BIL — bilirrubina, COL — colésterol, CRE — creatinina, TG — triglicerides.

Médias expressas com

valores inferiores ao limite maximo de leitura imposta pelo equipamento. Calculado a partir n=10. Para os

parametros BIL — bilirrubina, CRE — creatinina e GGT — gama glutamiltransferase, ndo foram encontrados

estudos de valores de referéncia para a espécie Swiss.
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Tabela 31:Valores absolutos de hemograma realizado apds 110 dias em teste com amostras

sanguineas de camundongos fémeas pertencentes ao grupo satélite.

Parametros 1.0 1.1 1.2 13 14 1.5 1.6 1.7 1.8 1.9

WBC (x103/uL) 1,6 2,2 3,3 1,7 2,9 2,4 3,8 3,5 3,2 2,2

RBC (x106/p.L) 10,77 10,00 10,44 9,84 10,33 10,76 9,19 10,99 10,29 9,95
HGB (g/dL) 14,4 14,4 14,2 13,5 13,9 14,2 12,8 14,5 14,0 13,5
HCT (%) 52,1 50,0 50,7 48,2 49,6 51,3 44,6 51,5 50,2 48,3
MCV (fL) 48,4 50,0 48,6 49,0 48,0 47,7 48,5 46,9 48,8 48,5
MCH (pg) 13,4 14,4 13,6 13,7 13,5 13,2 13,9 13,2 13,6 13,6
MCHC (g/dL) 27,6 28,8 28,0 28,0 28,0 27,7 28,7 28,2 27,9 28,0
PLT (x103/uL) 1809 1572 2009 1816 1723 2058 1487 1749 1531 1848

WBC — contagem total de leucdcitos (white blood cell); RCB — contagem total de eritrécitos (red blood cell); HGB —
concentragdo de hemoglobina; HCT — hematdcrito; MCV — volume corpuscular médio, ou seja, é o volume do eritrécito
médio, sendo calculado a partir da concentragdo de hemoglobina e eritrécitos totais (mean corpuscular volume); MCH —
hemoglobina celular média, ou seja, concentragdo absoluta de hemoglobina por eritrocito (mean corpuscular hemoglobin);
MCHC — concentragdo de hemoglobina celular média, ou seja, concentragdo média de hemoglobina num determinado
volume de eritrécitos compactados. PLT — Plaquetas. Valores destacados em vermelho permanecem fora da normalidade
estabelecida na tabela 29

Tabela 32: Valores absolutos de hemograma realizado apds 110 dias em teste com amostras

sanguineas de camundongos fémeas pertencentes ao grupo veiculo

Parametros 2.0 2.1 2.2 2.3 2.4 2.5 2.6 2.7 2.8 2.9

WBC (x10°/uL) 2,4 2,2 3,0 3,2 2,3 2,7 3,5 2,9 4,4 5,5

RBC (x10°/uL) 10,13 9,39 10,29 10,58 10,29 9,56 10,01 10,03 9,00 10,54
HGB (g/dL) 14,2 131 14,3 13,9 13,9 13,6 13,3 13,9 13,8 13,9
HCT (%) 49,7 43,3 50,5 49,8 48,7 48,0 48,1 48,7 46,2 49,9
MCV (fL) 49,1 46,1 49,1 47,1 47,3 50,2 48,1 48,6 51,3 47,3
MCH (pg) 14,0 14,0 13,9 13,1 13,5 14,2 13,3 13,9 15,3 13,2
MCHC (g/dL) 28,6 30,3 28,3 27,9 28,5 28,3 27,7 28,5 29,9 27,9
PLT (x10%/pL) 1770 1589 1517 1645 1457 1651 2069 1917 1812 1493

WBC - contagem total de leucdcitos (white blood cell); RCB — contagem total de eritrécitos (red blood cell); HGB —
concentragdo de hemoglobina; HCT — hematdcrito; MCV — volume corpuscular médio, ou seja, é o volume do eritrdcito
médio, sendo calculado a partir da concentragdo de hemoglobina e eritrécitos totais (mean corpuscular volume); MCH —
hemoglobina celular média, ou seja, concentragdo absoluta de hemoglobina por eritrécito (mean corpuscular hemoglobin);
MCHC — concentragdo de hemoglobina celular média, ou seja, concentragdo média de hemoglobina num determinado
volume de eritrécitos compactados. PLT — Plaquetas. Valores destacados em vermelho permanecem fora da normalidade
estabelecida na tabela 29.
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Tabela 33: Valores absolutos de hemograma realizado apds 110 dias em teste com amostras

sanguineas de camundongos fémeas pertencentes ao grupo m/z 404 30mg/kg

Parametros 3.0 3.1 3.2 3.3 3.4 3.5 3.6 3.7 3.8 3.9

WBC (x10°/pL) 3,9 4,1 4,5 3,2 34 4,0 3,0 3,6 4,2 2,5

RBC (x10%/uL) 10,44 10,23 10,72 10,26 9,63 9,07 961 10,17 10,14 9,95
HGB (g/dL) 13,5 134 13,9 13,7 13,7 14,8 13,2 13,4 13,6 13,5
HCT (%) 48,8 49,2 52,1 50,3 46,4 43,7 47,3 49,1 48,8 48,7
MCV (fL) 46,7 48,1 48,6 49,0 48,2 48,2 49,2 48,3 48,1 48,9
MCH (pg) 12,9 13,1 13,0 13,4 13,2 13,0 13,7 13,2 13,4 13,6
MCHC (g/dL) 27,7 27,2 26,7 27,2 27,4 27,0 27,9 27,3 27,9 27,7
PLT (x10%/pL) 2189 1941 2368 1733 1801 1676 1890 2735 2334 2495

WBC — contagem total de leucdcitos (white blood cell); RCB — contagem total de eritrécitos (red blood cell); HGB —
concentragdo de hemoglobina; HCT — hematdcrito; MCV — volume corpuscular médio, ou seja, é o volume do eritrdcito
médio, sendo calculado a partir da concentragdo de hemoglobina e eritrdcitos totais (mean corpuscular volume); MCH —
hemoglobina celular média, ou seja, concentragdo absoluta de hemoglobina por eritrécito (mean corpuscular hemoglobin);
MCHC - concentracdo de hemoglobina celular média, ou seja, concentragdo média de hemoglobina num determinado
volume de eritrécitos compactados. PLT — Plaquetas. Valores destacados em vermelho permanecem fora da normalidade
estabelecida na tabela 29.

Tabela 34: Valores absolutos de hemograma realizado apds 110 dias em teste com amostras

sanguineas de camundongos fémeas pertencentes ao grupo m/z 404 100mg/kg

Parametros 4.0 4.1 4.2 43 4.4 4.5 4.6 4.7 4.8 4.9

WBC (x10%/uL) 2,7 4,6 2,6 1,9 3,0 4,8 3,5 3,7 5,8 3,0

RBC (x10°/pL) 1023 10,41 10,08 11,00 10,32 10,67 10,58 10,91 9,92 10,21
HGB (g/dL) 13,7 136 13,7 141 139 135 139 142 13,7 134
HCT (%) 50,2 503 492 51,7 505 50,8 51,6 53,1 51,0 494
MCV (fL) 49,1 483 488 47,0 489 47,6 488 487 514 484
MCH (pg) 13,4 131 136 12,8 13,5 12,7 - 130 13,8 131
MCHC (g/dL) 27,3 270 278 273 275 266 269 267 269 271
PLT (x10%/uL) 1894 2095 2061 2104 1741 1885 1950 2122 1528 2075

WBC - contagem total de leucdcitos (white blood cell); RCB — contagem total de eritrécitos (red blood cell); HGB —
concentragdo de hemoglobina; HCT — hematdcrito; MCV — volume corpuscular médio, ou seja, é o volume do eritrdcito
médio, sendo calculado a partir da concentragdo de hemoglobina e eritrécitos totais (mean corpuscular volume); MCH —
hemoglobina celular média, ou seja, concentragdo absoluta de hemoglobina por eritrécito (mean corpuscular hemoglobin);
MCHC - concentragdo de hemoglobina celular média, ou seja, concentracdo média de hemoglobina num determinado
volume de eritrécitos compactados. PLT — Plaquetas. Valores destacados em vermelho permanecem fora da normalidade
estabelecida na tabela 29.
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Tabela 35: Valores absolutos de hemograma realizado apds 110 dias em teste com amostras

sanguineas de camundongos fémeas pertencentes ao grupo m/z 404 300mg/kg

Parametros 5.0 5.1 5.2 5.3 5.4 5.5 5.6 5.7 5.8 5.9

WBC (xlOs/uL) 4,3 3,8 53 5,5 3,3 4,5 51 2,4 3,7 5,3

RBC (xlOG/p.L) 10,81 11,38 10,75 11,04 11,16 9,98 11,01 10,37 11,32 10,29
HGB (g/dL) 14,4 14,7 13,4 13,9 15,2 13,8 13,9 13,4 14,9 13,9
HCT (%) 53,2 54,5 50,2 51,4 55,0 50,3 52,7 50,7 54,5 51,9
MCV (fL) 49,2 47,9 46,7 46,6 49,3 50,4 47,9 48,9 48,1 50,4
MCH (pg) 13,3 12,9 12,5 12,6 13,6 13,8 12,6 12,9 13,2 13,5
MCHC (g/dL) 27,1 27,0 27,7 27,0 27,6 27,4 26,9 27,4 27,3 27,8
PLT (x103/uL) 1521 2391 2919 2816 2912 2707 2668 4177 2475 1964

WBC — contagem total de leucécitos (white blood cell); RCB — contagem total de eritrécitos (red blood cell); HGB —
concentragdo de hemoglobina; HCT — hematdcrito; MCV — volume corpuscular médio, ou seja, é o volume do eritrécito
médio, sendo calculado a partir da concentragdo de hemoglobina e eritrocitos totais (mean corpuscular volume); MCH —
hemoglobina celular média, ou seja, concentragdo absoluta de hemoglobina por eritrocito (mean corpuscular hemoglobin);
MCHC — concentragdo de hemoglobina celular média, ou seja, concentragdo média de hemoglobina num determinado
volume de eritrécitos compactados. PLT — Plaquetas. Valores destacados em vermelho permanecem fora da normalidade
estabelecida na tabela 29.
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Tabela 36: Valores absolutos de andlises bioquimicas realizado em amostra de soro e sangue

totalde camundongosfémeas, coletados apds 110 dias em teste. Amostras pertencentes ao

grupo satélite

Parametros 1.0 1.1 1.2 1.3 1.4 1.5 1.6 1.7 1.8 1.9
BIL (mg/dL)" 3,28  <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 0,621 <0,500 0,999 0,900
.§ TGO (U/L) 949 188 200 163 247 161 242 367 184 366
S
Q
= TGP (U/L) 373 462 866 437 4955 321 554 590 30,3 67,8
§ y-GT (U/L)® <500 <500 <500 <500 <500 <500 <500 <500 <500 <500
ALP (U/L) 744 296 246 111 106 193 311 981 949 86,4
CREA
— - <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500
e (mg/dL)
Q
< REIA
S v Lgmg/d 286 200 388 246 336 304 306 368 367 357
e
=]
“ AU (mg/dL)° <2,00 2,22 2,35 2,01 <200 2,14 3,16 <200 <2,00 <2,00
coL
d 119 133 141 134 145 151 148 <100 130 137
" 8 (mg/dL)
g w TRIG
5= f 139 144 149 138 146 141 175 144 148 166
8 c (mg/dL)
=S GLIC
119 136 107 69 126 110 126 138 119 117
(mg/dL)

TGO- Transaminase oxaloacética (AST- aspartatoaminotransferase), TGP — aminotransferase glutamico-piruvica

(ALT- alanina aminotransferase), GGT — gama glutamiltransferase, URE — ureia, ALP — fosfatase alcalina, AU —

acido urico, BIL — bilirrubina, COL — colésterol, CRE — creatinina, TG — triglicerides.

Médias expressas com

valores inferiores ao limite maximo de leitura imposta pelo equipamento °< 5,00 U/L, b< 2,00 mg/dL, ‘< 0,500
mg/dL , 4< 100 mg/dL, © 0,500 mg/dL, f< 70,0 mg/dL. Valores destacados em vermelho permanecem fora da

normalidade estabelecida na tabela 30.
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Tabela 37: Valores absolutos de andlises bioquimicas realizado em amostra de soro e sangue

totalde camundongosfémeas, coletados apds 110 dias em teste. Amostras pertencentes ao

grupo veiculo

Parametros 2.0 2.1 2.2 2.3 24 2.5 2.6 2.7 2.8 2.9
BIL (mg/d I_)c <0,500 0,582 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500
S 7160 (U 169 208 237 321 295 229 148 - 147 188
2
< TGP (U/L) 36,3 460 50,7 361 49,1 386 350 41,1 363 598
5 yGT(UAY <500 <500 <500 <500 <500 <500 <500 <500 <500 <500
ALP (U/L) 104 137 374 107 135 277 751 954 101 102
CREA
—_ - <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500
e (mg/dL)
S UREIA(mg/d
8 ) 31,8 21,7 230 236 200 350 332 338 242 212
O
c
=]
= AU (mg/dL)® 252 239 220 2,48 291 284 <200 <200 3,06 2,15
8 coL 118 <100 166 171 125 119 126 144 133 105
2 (mg/dL)
e TRIG
< . 138 127 152 182 146 156 141 141 134 157
@ (mg/dL)
3 Glic 123 114 116 116 127 111 108 100 128 116
°© (mg/dL)

TGO- Transaminase oxaloacética (AST- aspartatoaminotransferase), TGP — aminotransferase glutamico-piruvica
(ALT- alanina aminotransferase), GGT — gama glutamiltransferase, URE — ureia, ALP — fosfatase alcalina, AU —
acido urico, BIL — bilirrubina, COL — colésterol, CRE — creatinina, TG — triglicerides. Médias expressas com
valores inferiores ao limite maximo de leitura imposta pelo equipamento °< 5,00 U/L, bc 2,00 mg/dL, ‘< 0,500
mg/dL , 4< 100 mg/dL, © 0,500 mg/dL, f< 70,0 mg/dL. Valores destacados em vermelho permanecem fora da

normalidade estabelecida na tabela 30.
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Tabela 38: Valores absolutos de andlises bioquimicas realizado em amostra de soro e sangue

totalde camundongosfémeas, coletados apds 110 dias em teste. Amostras pertencentes ao

grupo m/z 404 30mg/kg
Parametros 3.0 3.1 3.2 3.3 3.4 3.5 3.6 3.7 3.8 3.9
BIL (mg/dL)‘ <0,500 <0,500 <0,500 <0500 <0,500 <0,500 <0,500  <0,500  <0,500  <0,500

.g TGO (U/L) 111 211 108 380 180 169 147 126 146 164

g

< TGP (U/L) 333 40,4 430 389 40,3 40,7 27,5 262 422 255

§ y-GT (U/L)® <500 <500 <500 <500 <500 <500 <500 <500 <500 <500
ALP (U/L) 701 652 71,0 103 191 198 693 973 753 854
CREA

= - <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500

c (mg/dL)

S UREIA(mg/d

S ) 263 247 268 294 336 293 286 294 242 293

(SJ

c

=]

< AU (mg/dL)® 2,19 2,48 2,88 297 3,48 439 205 234 2,06 236

» coL

Q 100 14 141 11 111 11 12 111 12 101

E (mg/dL)’ < 0 3 9 0 3

c TRIG

< f 151 142 - 187 146 151 141 200 152 143

@ (mg/dL)

3 Glic 143 128 112 126 114 129 86 89 92 115

° (mg/dL)

TGO- Transaminase oxaloacética (AST- aspartatoaminotransferase), TGP — aminotransferase glutamico-piruvica
(ALT- alanina aminotransferase), GGT — gama glutamiltransferase, URE — ureia, ALP — fosfatase alcalina, AU —
Médias expressas com

acido urico, BIL — bilirrubina, COL — colésterol, CRE — creatinina, TG — triglicerides.

valores inferiores ao limite maximo de leitura imposta pelo equipamento °< 5,00 U/L, b< 2,00 mg/dL, ‘< 0,500
mg/dL , 4< 100 mg/dL, © 0,500 mg/dL, f< 70,0 mg/dL. Valores destacados em vermelho permanecem fora da
normalidade estabelecida na tabela 30.
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Tabela 39: Valores absolutos de andlises bioquimicas realizado em amostra de soro e sangue

totalde camundongosfémeas, coletados apds 110 dias em teste. Amostras pertencentes ao

grupo m/z 404 100mg/kg
Parametros 4.0 4.1 4.2 4.3 4.4 4.5 4.6 4.7 4.8 4.9
BIL (mg/dL)‘ <0,500 <0,500 <0,500 0,616  <0,500 <0,500 <0,500  <0,500  <0,500  <0,500
.g TGO (U/L) 132 145 255 197 221 225 113 154 148 177
g
< TGP (U/L) 51,9 70,2 36,9 31,7 94,2 56,5 30,2 36,6 35,1 62,7
§ y-GT (U/L)® <500 <500 <500 <500 <500 <500 <500 <500 <500 <500
ALP (U/L) 98,1 81,7 791 552 81,1 825 200 543 77,8 532
CREA
= - <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500
c (mg/dL)
S UREIA(mg/d
S ) 393 466 238 219 273 353 225 255 350 245
(SJ
c
=]
< AU (mg/dL)® 33 264 393 200 200 250 200 287 200 224
» coL
Q 100 100 100 100 11 100 100 1 112 1
% (mg/dL)d < < < < 8 < < 08 50
c TRIG
< ¢ 129 145 147 70,0 140 175 133 177 166 173
@ (mg/dL)
3 Glic 76 90 89 108 79 132 99 95 130 9
° (mg/dL)

TGO- Transaminase oxaloacética (AST- aspartatoaminotransferase), TGP — aminotransferase glutamico-piruvica

(ALT- alanina aminotransferase), GGT — gama glutamiltransferase, URE — ureia, ALP — fosfatase alcalina, AU —
Médias expressas com

acido urico, BIL — bilirrubina, COL — colésterol, CRE — creatinina, TG — triglicerides.

valores inferiores ao limite maximo de leitura imposta pelo equipamento °< 5,00 U/L, b< 2,00 mg/dL, ‘< 0,500
mg/dL , 4< 100 mg/dL, © 0,500 mg/dL, f< 70,0 mg/dL. Valores destacados em vermelho permanecem fora da

normalidade estabelecida na tabela 30.
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Tabela 40: Valores absolutos de andlises bioquimicas realizado em amostra de soro e sangue

totalde camundongosfémeas, coletados apds 110 dias em teste. Amostras pertencentes ao

grupo m/z 404 300mg/kg
Parametros 5.0 5.1 5.2 5.3 5.4 5.5 5.6 5.7 5.8 5.9
BIL (mg/dL)" - <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500  <0,500
.g TGO (U/L) - 388 187 347 275 217 362 122 554 648
o= TGP (U/L) - 117 47,0 162 97,6 82,0 150 32,5 241 197
§ y-GT (U/L)® - <500 <500 <500 <500 <500 <500 <500 <500 <5,00
ALP (U/L) - 79,2 113 99,0 53,9 34,6 30,4 46,2 39,5 39,5
CREA
= . <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0,500 <0500  <0,500
c (mg/dL)
S UREIA(mg/d
2 ) - 23,2 26,0 22,0 20,0 25,4 25,3 27,3 21,9 20,0
5J
f=
3
L AU (mg/dL)b = 2,00 2,05 2,58 2,60 2,82 2,00 3,16 = 2,28
” coL
@ - 100 100 100 100 100 100 100
2 (mg/dL)° ) ) < < < < 105 107 <
c
< TRIG f = 122 116 131 120 144 118 123 = 130
@ (mg/dL)
‘3 Gtic - 85 111 113 109 126 117 90 112 112
°© (meg/dL)

TGO- Transaminase oxaloacética (AST- aspartatoaminotransferase), TGP — aminotransferase glutamico-piruvica
(ALT- alanina aminotransferase), GGT — gama glutamiltransferase, URE — ureia, ALP — fosfatase alcalina, AU —
acido urico, BIL — bilirrubina, COL — colésterol, CRE — creatinina, TG — triglicerides. Médias expressas com
valores inferiores ao limite maximo de leitura imposta pelo equipamento °< 5,00 U/L, b¢ 2,00 mg/dL, ‘< 0,500
mg/dL, 4< 100 mg/dL, © 0,500 mg/dL, f< 70,0 mg/dL. Valores destacados em vermelho permanecem fora da

normalidade estabelecida na tabela 30.

O hemograma é um exame de grande importancia tanto na area veterinaria quanto
para os humanos. Constitui um dos mais explorados recursos primarios para apontamento
de desequilibrio organico que pode nortear uma investigacdo mais acertiva. A ingestdo de
substancias tdxicas, inclusive plantas como outros produtos naturais, podem alterar as
concentracOes das células sanguineas (Barros & Davino, 2014; Melo et al.; 2012). Baixas
concentrac¢des de hemoglobina, hemacias e hematécrito podem indicar anemia, hemorragia
recente ou retencdo de liquido (causado hemodiluicdo), bem como a elevacdo destes

parametros caracteriza doencas de diversas etiologias (Oduola et al., 2007).
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Os resultados obtidos com administracdo de doses repetidas do vouacapano
m/z 404 demonstraram que o composto ndo provocou alteragbes significativas no
hemograma dos animais, apontando apenas para uma discreta elevacdo dos Leucdcitos para
dois animais na dose de 100mg/kg e 3 animais na dose de 300mg/kg. Os leucdcitos sdo as
principais células sanguineas envolvidas na resposta inflamatdria, embora plaquetas e
eritrécitos também participem. Os leucécitos sao classificados em neutréfilos (40%-75%),
linfocitos (20%-50%), mondcitos (2%-10%), eosindfilos (1%-6%) e basdfilos (<1%). Destes, os
neutréfilos sdo os mais importantes na patogénese da inflamagdo. S3ao as células
predominantes nas primeiras 6 a 24 horas nas inflamag¢ées agudas (Hall & Bravo-Clouzet,

2013).

Observou-se, na Tabela 41, uma diferenca significativa na incidéncia de
neutrofilos para o grupo tratado na dose de 300mg/kg com aumento de 31% (59,20 + 3,13 )
em relacdo ao grupo satélite, resultado que corrobora com o apontamento verificado no
hemograma com a elevacdo de WBC para trés animais do grupo. A elevacdo dos neutréfilos

pode apresentar diversas causas.

O grupo tratado com a maior dose (300 mg/kg), retine resultados que podem ser
indicativo de toxicidade. Na elevacdo dos neutréfilos, 4 animais com alteracao de WBC maior

gue os valores de referéncia e 8 animais apresentando trombocitose.

A trombocitose, concentracdo de plaguetas no sangue acima dos valores
normais de referéncia, embora a literatura a apresente como um dado inespecifico comum
em medicina veterinaria (McGavin& Zachary, 2011), na imensa maioria dos casos, é reativaa
outro processo doentio, aparentemente ndo relacionado. Exemplos de condi¢cGes associadas
a essa trombocitose incluem doengas inflamatérias, deficiéncia de ferro, hemorragia,
endocrinopatias e neoplasia. Os fatores que podem contribuir para a trombocitose reativa
incluem o aumento na concentracdo do hormonio trombopoitina no plasma, citocinas
inflamatdrias como, exemplo, a IL-6 ou mesmo catecolaminas. Neste caso podemos citar a
presenca da adrenalina ou da noradrenalina produzidas em excesso em situacGes de
estresse do animal. A trombocitose pode também ocorrer como parte de uma resposta

regenerativa em organismos que se recuperam de trombocitopenia (Haschek etal., 2010)
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Como citado anteriormente, alguns estudos citam a Trombopoitina como agente

protagonista na variacdo da concentragao de plaquetas (Laurence et al.2012).

Tabela 41: Contagem diferencial de leucécitos em esfregaco sanguineo de animais tratados

com vouacapanosm/z 404, analisado por microscopia. Média de células diferenciadas a cada

200 células contadas.

m/z404 m/z404 m/z404
Satélite Veiculo
30mg/kg 100mg/kg 300mg/kg
Média £ DP Média + DP Média + DP Média + DP Média * DP
Linfocitos 139,9+9,84 142,0+£2,93 145,9 £ 3,51 136,4 £ 6,23 141,3 + 3,32
Mondcito 4,8+1,05 5,00+0,52 4,66 £ 0,52 5,40+ 0,76 4,10+0,84
Neutréfilo 45,10+ 8,60 33,00+3,04 36,20 + 3,54 49,33 £ 5,21 59,20 + 3,13*
Basofilo 0,6+0,4 2,10+ 0,56 0,20+ 0,13 0,44 £0,17 0,73+£0,13
Eosinofilo 2,20+ 0,69 1,80 £ 0,59 3,10+ 0,62 2,11 +£0,75 2,10+£0,31

*p<0,05. Teste de Tukey, p<0,05 (ANOVA) DP=desvio padrdo da média.

Outro resultado de suma importancia para os animais tratados com m/z404 foi a
elevacdo da transaminase TGP (ou ALT — alanina aminotransferase) para 2 de 10 animais

tratados com a dose de 100mg/kg e 6 em 9animais tratados com a dose de 300mg/kg.

A TGP — transaminase glutdmico pirdvica é uma enzima que catalisa a reacdo de
transferéncia reversivel dos grupos amino de um aminodcido para o o-cetoglutarato,
formando cetoécido e acido glutamico. E encontrada em altas concentracdes no citoplasma
e nas mitocondrias dos hepatdécitos, mas também no musculo esquelético e cardiaco, rins,

pancreas e células vermelhas do sangue. Embora seja um marcador de dano hepatico,
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qguando qualquer um desses tecidos é danificado, a TGP é liberada no sangue e sua

concentragdo aumenta (Evans, 2009b).

De acordo com Kaplowitz (2001), uma lesdo hepatocelular pode ser diagnosticada
estabelecendo uma correlagdo simples entre duas enzimas (TGP/ALP2> 5) ou se o resultado
de TGP for duas vezes maior que o valor limitrofe ou se a razdo for maior ou igual a cinco.
Com base nesta teoria, dos animais que exibiram aumento relativo da transaminase hepatica
TGP, apenas um animal da dose de 300mg/kg demonstroupotencial dano hepatocelular por

meio deste céalculo animal 5.8 (TGP/ALP >5 241/39,5=6,10) (Tabela 40).

Outra observacgdo realizada para os animais tratados com vouacapano m/z 404 foi a
reducdo de colesterol total para 2 animais da dose de 30 mg/kg, 6 animais da dose de 100

mg/kg e 6 animais da dose de 300 mg/kg.

ANALISESHISTOPATOLOGICAS

Ao final do teste (1102 dia) os animais tratados com vouacapano m/z404 nas
doses de 30, 100 e 300mg/kg foram necropsiados e os cortes histoldgicos dos érgdos foram

analisados pelo Médico patologista Dr. Paulo Newton Danzi Salvia.

Todos os animais, bem como seus respectivos controles apresentaram condigdes
de normalidade para os seguintes 6rgdos: cérebro/cerebelo, ovarios/ Utero, coracgdo,

glandulas adrenais, bago, intestino delgado/intestino grosso, rins e estébmago.

Trés animais dadose de 300mg/kg e dois animais dadose de 100mg/kg
apresentaram esteatose microgoticular hepatica (Figura 26). Macroscopicamente, o figado
dos animais ndo apresentou qualquer alteracdo, no entanto, microscopicamentefoi
observado infiltrado linfocitico (células inflamatdrias) do corte histolégico do figado do
animal 5.8em regido centrolobular (Figura 28). Este encontrado, associado ao alto indice

de TGP sistémica deste animal, configura dano hepatocelulare hepatotoxicidade aguda.

O figado é o principal 6rgado de eliminacdo de drogas. Parte da hepatotoxicidade

de compostos ésteroides, por exemplo, é decorrente da formacdo de metabdlitos que
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interferem na eliminacdo da bilirrubina podendo ocorrer acimulo de bile nos capilares
biliares da porcao central dos l6bulos hepaticos. As células hepaticas geralmente sofrem
apenas pequenas mudancas histologicas e continuam vidveis (Barros & Davino, 2014). As
células deste dérgdo estdao envolvidas em muitas vias metabdlicas dos lipidos, tais como a
oxidacdo de triglicérides para produzir energia, a produgao de lipoproteina, a conversao do
excesso de hidratos de carbono e proteinas em acidos graxos e triglicerideos, ou de sintese

de colésterol e fosfolipidos (Suciu, et al., 2015).

Figura 28: Corte histolégico do figado demonstrando infiltrado linfocitico em regido

centrolobular (setas).

Aumento de 400x. Colora¢do: Hematoxilina/eosina 1- Veia centrolobular 2- Infiltrado linfocitico

A toxicidade hepatica é um problema classico citado como consequéncia do uso de
muitos medicamentos, dentre os quais se destacam os anti-inflamatérios como a
nimesulida, cujo mecanismo de toxicidade ainda ndo esta bem esclarecido (Araujo, 2012), ou
o paracetamol (acetaminofeno) que é citado como o maior causador de insuficiéncia
hepatica na Europa, Estados Unidos, Canada e Australia (Suciu, et al., 2015). Essa toxicidade
pode ser desencadeada por vdrios mecanismos tais como a biotransformaciao de

xenobiodticos mediada por enzimas do citocromo P450(CYP), a deplecdo de ATP, a ligacdo a
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constituintes citoplasmaticos e nucleares, interferéncias no RNA, estresse oxidativo e
peroxidagdo lipidica, hipersensibilidade mediada pelo sistema imune, inflamagdo, apoptose

de hepatdcitos e desequilibrio na homeostasia do calcio (Tarantino, 2009).

Quando provocada pelo uso de medicamentos,a toxicidade hepatica pode
serclassificada como hepatocelular, quando os niveis séricos de TGP se elevam, ou mista
caso ocorra a elevacdo concomitante de TGO; ja a colestatica é caracterizada pela elevacao
de bilirrubina e fosfatase alcalina simultaneamente a TGP. A toxicidade hepatocelular é a
mais frequente que se manifesta de forma aguda, enquanto que as do tipo colestatica e

mista desenvolvem doenca crénica mais frequentemente (Tajiri, 2008).

Vdarios mecanismos de defesa sdo ativados em caso de agressao aos hepatdcitos
como a hipertrofia do reticulo endoplasmatico, inducdo de sistemas de protecao
enzimaticos, ou pela sintese de proteinas da fase aguda e proteinas ‘heat shock’ (choque
térmico). Se persistente, a toxicidade hepatica induzida por farmacos pode levar a necrose
e/ou apoptose ndo s6 dos hepatdcitos, como também dos colangidcitos, células de Kupffer,
células de Ito e das células endoteliais sinusoidais, evoluindo para insuficiéncia deste érgao

(Gattagliano, et al., 2009)

Foi observado para o animal 5.8, pertencente ao grupo da dose de 300mg/kg do
vouacapano m/z404, administrada doses repetidaspor via oral, elevagdo da TGP, principal
marcador de dano hepatico e a correlagdo desta com a fosfatase alcalina maior ou igual a 5;
esteatose hepdtica microgoticular e infiltrado linfocitico em espaco centrolobular. Estes

resultados sdo condizentes com dano hepatocelular.

No decorrer das andlises clinicas didrias os animais permaneceram estaveis e nao
manifestaram qualquer sintoma de injuria. No entanto, este animal com diagnéstico de dano
hepatico representa 10% da populacdo testada com esta dose do vouacapano, sugerindo

que outros estudos de hepatotoxicidade sejam realizados para o composto m/z404.

O composto m/z 404,utilizado para tratamento dos animais é a mistura dos

isbmeros 6a-hidroxi-78-acetoxi-vouacapano-176-oato de metila e 6a-acetoxi-76-hidroxi-
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vouacapano-176-oato de metila, que apresentam-se como compostos majoritarios nos

extratos mais apolares da espécie Pterodon pubescens ( Servat, 2012).

Tem sido postulado que a toxicidade das drogas estd associada aos seus
metabdlitos reativos. Estudos demonstraram que compostos furanicos tem seu
metabolismo mediado pela cadeia microssomal hepatica com especificidade para o
Citocromo P-450 gerando o metabdlito tdxico cis-2-buteno-1,4 dial, citado como
sendoprotagonista de hepatotoxicidade e carcinogenicidade. A intoxicacdo por furano é
marcada pela elevagdo sérica de y-GT, colésterol, triglicérides e bilirrubina (Junet al., 2008;
Hamadeh et al. 2004), no entanto, ndo foi observado a elevacdo especifica para as
transaminases TGO e TGP e ao contrdrio, foi constatado uma reducdo para os niveis de

colésterol.

Um exemplo de vouacapano tdxico é a Teucrina A, um diterpendide encontrado
na espécieChamaedrysteuchrium, usado como um adjuvante para dietas de emagrecimento.
O anel furanico presente na Teucrina é oxidado pela CYP3A4 a epdxido reativo que reage
com as proteinas CYP3A e hidrolase. O epdéxido reativo leva a transcricdo da permeabilidade
mitocondrial, ativacdo de caspases e apoptose de hepatédcitos em ratos e camundongos.
Ocorre também deplecao da glutationa hepatica o que aumenta o calcio intracelular e isso

pode levar a formacdo de enzimas e fragmentacdo do DNA (Zhou et al., 2004)

Com base nos dados da literatura e na possibilidade da participacdo deste anel
furanico em qualquer evento téxico, outros testes mais especificos sdao necessarios a fim de
investigar mecanismos de toxicidade em enzimas hepaticas e genotoxicidade. Para tanto se
realizou ensaio do Cometain vitro com o extrato EBD e com os vouacapanosm/z 404 para

evidenciarmos possiveis danos ao material genético.

5.2.5. Determinag¢do da concentracdao das amostras em teste de viabilidade celular

Inicialmente foi verificada a viabilidade celular pelo teste de atividade
antiproliferativa, avaliando a atividade citotéxica de 10 concentracdes das amostras do

extrato EBD e vouacapano m/z404. A partir de entdo, selecionou-se a maior concentragdode
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cada amostra que exibisse de 80 a 90% de viabilidade para a linhagem celular. Estas
concentragdes foram utilizadas como a maior concentragdo nos testes para verificagdo da

genotoxicidade das amostras.

Observou-se através do grafico de viabilidade (Figura 29) que a maior
concentragdo, ndo citotdxica, para ambas as amostras que atendeu ao objetivo foi de
aproximadamente 30ug/mL. Esta concentracdo foi entdo selecionada para a continuidade

aos estudos de genotoxicidade e mutagenicidade.

Figura 29:Avaliacdo da viabilidade celular do extrato bruto diclorometanico e
vouacapanosm/z 404, em cultura de células CHO-K1, correlacionando aviabilidade celular

versus concentragao das amostras, apds 24 horas de exposicdo.
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5.2.6. Teste do cometa — Avaliacao de genotoxicidade

Esta técnica foi empregada para avaliar os danos no DNA de células individuais
CHO-K1, causados pelas substancias testadas (EBD e isOmeros vouacapano m/z 404). Este
teste é um dos recursos utilizados para deteccdo do potencial genotdxico de substancias. As

vantagens deste, frente a outros testes,estd na sua aplicabilidade a varios tecidos e tipos
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celulares especificos, sensibilidade em detectar pequenos niveis de danos no DNA e

necessidade de utilizar um pequeno numero de células por amostra (Ribeiroet al., 2003)

O termo genotoxicidade é amplo e refere-se ao efeito potencial de causar danos
no material genético, que ndo estd necessariamente associado com mutagenicidade. O
termo mutagenicidade refere-se a alteragBes permanentes na estrutura do material
genético da célula ou de um organismo, que podem ser transmitidas e resultar em

mudancas hereditdrias nos organismos (SCCNFP 2003).

O método do cometa foi desenvolvida por Ostling e Johanson (1984) sendo
baseado na eletroforese de células embebidas em gel de agarose. As células sdo
previamente lisadas por um agente detergente e tem suas proteinas nucleares extraidas por
altas concentragdes de sais, expondo o DNA ao relaxamento. Em caso de quebra deste DNA,
sua exposicdo a corrente elétrica resulta em uma migracdo proporcional ao nimero de

guebras gerando uma imagem que lembra um cometa (Collins, 2004; Singh, 2015)

O potencial genotodxico in vitro foi avaliado por meio da detec¢do de quebras de
fita Unica de DNA e de lesGes em sitios alcali-sensiveisem células CHO-K1, foram expostas ao
extrato bruto (EBD) e aos isbmerosvouacapano m/z404 nas concentracbes de 0.3, 3 e
30ug/mbLdurante 4 horas. As suspensdes celulares, em laminas de agarose, foram
submetidas a eletroforese e posteriormente analisadas com brometo de etidio em
microscopio de fluorescéncia. Para cada concentracdo da amostra testada realizou-se analise
em triplicata. Foram analisados 70 nucledides por lamina, 3 laminas por tratamento. O
potencial genotdxico foi avaliado considerando a porcentagem de fragmentacdo de DNA de
cada nucledide e o Tail Moment (uma correlagdo matematica entre a % de fragmentagdo de
DNA e comprimento relativo do cometa). Os resultados do ensaio cometa foram
analisados por testes ndo paramétricos (quando a variavel populacional analisada ndo segue

distribuicdo normal) e cada descritor (nucledide) foi analisado individualmente.

As amostras e suas respectivas concentragées foram comparadas ao controle de
células CHO-K1 ndo tratadas (controle negativo) e controle de células tratadas com MMS

(metilmetanosulfonato) determinado como controle positivo de fragmentacdo do DNA. Sua
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escolha foi por ser um agente clastogénico de acdo direta cujo mecanismo de acdo acontece
em especial pela sua capacidade de alquilar moléculas nucleofilicas do DNA. Células também
foram tratadas com DMSO (Dimetilsulfoxido), solvente utilizado na solubilizacdo das
mesmas, com o objetivo de monitorar a participacdo deste em possiveis eventos de

toxicidade.

Tabela 42: Resultado da atividade genotéxica em células CHO-K1 expostas por 4horasdo EBD

e m/z 404 nas concentracdes de 0,3, 3 e 30 pg/mL.

FRADg"gf“";T(AO/C)AO TAIL MOMENT
(]

Média + EP Média + EP
MMS(4,7uM) 94,17 £ 0,28 403+ 4,88
CELULAS 7,69 £ 0,56 6,27 £ 0,75
DMSO 11,10+0,76 6,96 £ 0,89
EBD 0,3pg/mL 11,49 + 0,65* 7,86 + 0,66
EBD3pg/mL 12,10 + 0,65** 10,67 + 0,87
EBD30pg/mL 13,12 + 0,70%** 7,86 + 0,55
m/z 404 0,3ug/mL 6,63 £ 0,66 2,53+0,28
m/z 404 3pg/mL 12,17 +0,78* 9,42 + 0,86
m/z 404 30pug/mL 16,95 + 1,25** 23,37 +3,44%**

* *kk

*
Teste de Tukey, p<0,05 (ANOVA). *p <0,05, p <001, p < 0,001 comparado ao controle Células
(controle negativo). EP = erro padrdo da média

Os resultados de danos ao DNA sdo diversos e geralmente adversos. Efeitos
agudos surgem de metabolismo perturbado do DNA, provocando a parada do ciclo celular
e/ou a morte celular. Os efeitos em longo prazoresultam de mutacdes irreversiveis que
contribuem para a oncogénese (Hoeijmakers, et al.,2001)Na Tabela 42, encontram-se
relacionados os resultados expressos em média + erro padrdao da média para ambos os
parametros analisados. As amostrasEBD 30ug/mL (13,12 + 0,70), 3ug/mL (12,10 + 0,65) e
0,3ug/mL (11,49 £ 0,65), bem como m/z404 30ug/mL (16,95 + 1,25) e 3ug/mL (12,17 £ 0,78)
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foram estatisticamente diferentes do controle de células e exibiram uma maior porcentagem

de fragmentacao de DNA.

Para o parametro Tail moment, apenas a maior concentracdo do m/z404
30ug/mL (23,37 * 3,44)apresentou diferenca estatisticamente significante do controle de

células. Os resultados também foram expressos nas Figuras 30 e 31.

Ao compararmos esses valores, bem como os controles de célula (7,696 + 8,236)
e DMSO (9,775 + 11,10), ao controle positivo com caracteristica genotoxica MMS (94,17 +
3,552), pode-se sugerir que as amostras ndo apresentam fragmentacao do DNA suficiente
para serem classificadas como genotdxicas. Fato que pode ser confirmado pelo parametro
Tail moment, demonstrando que apenas a amostra do vouacapano m/z404 em sua maior

concentragdo apresentou cometas com maiores caudas apos a corrida eletroforética.

Figura 30:Fragmentacdo de DNA (expresso em %) em células CHO-K1 expostas por 4horas

as amostras EBD e m/z 404 nas concentragdes (0,3, 3 e 30ug/mL) .
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(controle-). ® p<0,001 comparado ao MMS (controle +) EP = erro padrdo da média
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Figura 31:Tail moment (Relagdo entre % de DNA fragmentado e comprimento do cometa)
de células CHO-K1 expostas por 4horasdo EBD e m/z 404 nas concentragdes (0,3, 3 e
30pg/mL) .
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Teste de Tukey, p<0,05 (ANOVA). *¥p <0,05, p <001, p < 0,001 comparado ao controle Células
(controle-). ® p<0,001 comparado ao MMS (controle +) EP = erro padrdo da média

5.2.7. Teste de indug¢do de micronucleos — Avaliagao de mutagenicidade

Uma das grandes preocupacdes da toxicologia é atestar a seguranca de
substancias utilizadas no tratamento de doencas e garantir que seu beneficio seja
exponencialmente menor que possiveis danos ao organismo (Azevedo et al.,, 2003). A
mutagenicidade é comumente associada ao aparecimento do cdncer e, embora ndo seja
umamaneira de medir carcinogenicidade,por ser uma consequéncia do dano no DNA e
significar um estagio inicial no processo pelo qual a maioria dos carcindgenos, especialmente

0s quimicos, iniciam a formacdo de um tumor (Kanai, 2008; Wenzel e Réthlisberger, 2008)

As concentrac¢des testadas foram determinadas a partir do teste preliminar de
viabilidade celularcom o propdsito de eleger a maior concentracao ndo toxica para as células
(Figura 29).Nas andlises das células binucleadas, evitou-se a contagem de células com

formato irregular, nicleos com tamanhos muito diferentes. Cuidados tomados para nao
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confundi-las com células multinucleadas, células estas que podem apresentaralta frequéncia

de micronucleos (OECD 487, 2010).

A escolha do controle positivo MMS foi baseada em sua capacidade de alquilar
moléculas nucleofilicas como o DNA (agente clastogénico de agao direta), visto que todas as
bases deste acido possuem sitios susceptiveis a alquilacdo, especificamente no nitrogénio e

oxigénio (Beranek, 1990; Moore et al., 1991; Tao et al., 1993; Jenkins et al., 2005).

O Indice de Proliferacio Pés-Bloqueio da Citocinese (CBPI) indica o nimero
médio de ciclos que cada célula sofre durante periodo de exposicao a citocalasina B e pode
ser utilizado para calcular a proliferacdao celular.Rlindica o nimero relativo de nucleos nas
culturas tratadas, em comparacdao com o controle negativo das culturas e pode ser usado
para calcular a porcentagem de células citostdticas, que corresponde a inibicdo do
crescimento celular (Kalweit et al., 1999; Fenech, 2000). Assim, o Rl é uma forma de
compara¢do do numero de células binucleadas ou multinucleadas que se encontra em
processo de divisdo e quanto maior o seu valor, menor serd a quantidade de células

citostaticas, consequentemente, menor sera a citotoxicidade da amostra.

Na Tabela 43 estdo descritos os valores referentes a CBPI, Rl e Frequéncia de
MN. Observou-se que todas as amostras apresentaram Rl superior a 90%,
consequentemente citotoxicidade abaixo de 10% eCBPl acima de 1,7. Estes dados
confirmam auséncia de citotoxicidade para as concentracbes etempos de exposicdo

testados.

Na Figura 32 e Tabela 43 observa-se que as amostras EBD e m/z 404 ainda que a
frequéncia de MN tenha demonstrado ser concentracdao dependente, nao foi
estatisticamente diferente do controle negativo (células CHO-K1 sem exposicdo ao
tratamento). Este resultado corrobora com dados da literatura que relatam a auséncia de
mutagenicidade para dleo extraido da Pterodon pubescens (Sabino etal., 1999b; Assuncdo

et.al., 2015)
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Figura 32:Frequéncia de MNs (%)de células CHO-K1 expostas por 4horas do EBD

e m/z 404 nas concentragdes (0,3, 3 e 30ug/mL)

3.04
2.5+
;\a 2.0
~ 15+

MN
&

Frequéncia de

© © o o =
L LW
_|

H o

——c
o

——o

Amostras (png/mL)

10 000 OO

MMS (25 pg/mL)
Controle CHO-K1

m/z 404 (0,3 pg/mL)
m/z 404 (3 pg/mL)
m/z 404 (30 pg/mL)

EBD (0,3 pg/mL)
EBD (3 pg/mL)
EBD (30 pg/mL)
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Tabela 43: CBPI, Rl e Frequéncia de micronucleos em células CHO-K1 expostas por 4horasdo

EBD e m/z 404 nas concentracbes de 0,3, 3 e 30 pg/mL.

CBPI Rl % Frequéncia de MN (%)

Média * EP Média + EP Média * EP
MMS (4,7uM) 1,83 + 0,02 100 2,52+ 0,24
CELULAS 1,81 +0,01° 98,7 0,54+ 0,04
EBD 0,3pg/mL 1,90 0,005 ¢ 108,2 0,54 #0,25
EBD3pug/mL 1,86 +0,02° 103,5 0,74+0,14
EBD30pg/mL 1,85 +0,02° 101,9 0,99 0,21
m/z 404 0,3pg/mL 1,93 +0,01° 111,8 0,74+ 0,04
m/z 404 3pg/mL 1,92 +0,005" 110,6 1,01+ 0,23
m/z 404 30ug/mL 1,93 +0,02° 111,3 0,90+ 0,10

Teste de Tukey, p<0,05 (ANOVA). comparado ao controle Células (controle negativo). b= p<0,05 e c=
p<0,01comparado ao MMS (controle +)
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6 CONCLUSAO

° Os isdbmeros 6a-hidroxi-76-acetoxi-vouacapano-178-oato de metila e 6a-acetoxi-76-
hidroxi-vouacapano-176-oato de metiladenominados vouacapanom/z404, demonstraram
toxicidade em teste de toxicidade aguda oral, sendo classificados quanto ao perigo (OECD
423) como GSH Categoria 4, ou seja substancias com potencial de causar toxicidade nas

doses entre 300 — 2000mg/kg.
° O EBD nao provocou toxicidade aguda aos animais.

° Resultados bioquimicos e histopatolégicos sugerem que a administracdo de doses
repetidas dos isbmeros 6a-hidroxi-76-acetoxi-vouacapano-1768-oato de metila e 6a-acetoxi-
78-hidroxi-vouacapano-178-oato de metilacontribuiu para o aparecimento de lesdao

hepatocelular em um animal da maior dose testada.

° No teste do cometa, apenas a maior concentracdo dos vouacapanos m/z 404
demonstrou potencial genotdxico para as células em comparag¢do ao controle celular. As
demais concentragdes tanto do EBD quantovouacapanosm/z404 alteraram apenas um dos
parametros analisados quando comparados ao grupo controle negativo.Testes posteriores
deverdo ser realizados para avaliagdo de sitios alvos de clivagem do DNA. Resultados

apontam para baixo potencial de genotoxicidade quando comparado ao controle MMS.

. EBD e vouacapanos m/z 404 ndo induziram a formacdo de micronucleos,

confirmando dados da literatura de auséncia de mutagenicidade.

. Estes dados possibilitardo a continuidade com estudos clinicos e viabilizardao o

desenvolvimento e registro de um medicamento fitoterapico a partir dessa espécie vegetal.
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