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RESUMO

Embora no Brasil existam normas e legislagdo para garantir a seguranca e qualidade dos
fitoterapicos, para muitas das plantas utilizadas popularmente, ndo ha registros
facilmente disponiveis de suas caracteristicas macroscOpicas ou de marcadores
quimicos. Dessa forma, informag¢des que possam fornecer subsidios para a correta
identificacdo e garantia dos trés principios fundamentais para um medicamento —
qualidade, eficicia e seguranga — sdo necessarias, principalmente para aquelas espécies
que tém uso mais evidente no Brasil. O cerrado goiano ¢ muito rico em espécies
medicinais, que se devidamente utilizadas podem trazer beneficios substanciais,
sobretudo as populacdes mais carentes. Uma das espécies utilizadas na regido ¢ o
guatambu (Aspidosperma subincanum Mart.) no tratamento do diabetes e da
hipercolesterolemia. Sendo assim, os objetivos deste estudo foram o de realizar a
caracterizacdo farmacognostica e avaliar a toxicidade pré-clinica (toxicidade aguda e
subaguda) do extrato etanolico da casca do caule de Aspidosperma subincanum
Mart.(EEAS). A caracterizagdo farmacognostica do guatambu, além de ser uma
contribuicdo para a informagao sobre plantas medicinais brasileiras, per si, forneceu
parametros a serem empregados no controle de qualidade do guatambu utilizado como
matéria prima na preparagao de fitoterapicos. Os efeitos da administragao oral aguda e
subaguda do extrato etandlico de Aspidosperma subincanum Mart. foram investigados
pelo método screening hipocratico, pelos parametros hematoldgicos e bioquimicos e
pela andlise histopatologica em ratos Wistar adultos e machos. Na avaliacdo da
toxicidade aguda os animais foram tratados com doses unicas de EEAS (500, 1000,
2000, 3000 e 5000 mg/kg de peso) e observados por 24 horas, sendo que nio foi
observado qualquer sinal de toxicidade ou morte, o que sugere que o EEAS ¢
praticamente atdxico em exposi¢do aguda a altas doses. No estudo da toxicidade
subaguda, os ratos foram tratados durante 30 dias consecutivos com EEAS por via oral
nas doses de 125, 250, 500 mg/kg de peso. Os resultados mostraram que durante o
periodo de tratamento, o EEAS provocou poucas alteracdes nos niveis séricos, assim
como ndo houve modificagdes nos pesos dos animais. Na avaliacdo histopatologica
EEAS provocou alteracdes celulares nos rins, pulmdes e figado em todas as doses
avaliadas, caracterizando que tais 6rgdos foram lesados pela administracdo de EEAS.
Entretanto, tais sinais de toxicidade demonstraram reversibilidade apds 30 dias. Assim,
nas condi¢des experimentais, EEAS apresentou uma baixa toxicidade.

Palavras-chave: Guatambu, Aspidosperma subincanum Mart., Farmacognosia,

Toxicidade



ABSTRACT

Although in Brazil there are norms and legislation to guarantee the safety and quality of
the phytotherapeutical, for many of the plants used popularly, there are not easily
available registrations of their macroscopic characteristics or of chemical markers. In
that way, information that can provide subsidies for the correct identification and
guarantee of the three fundamental principles for a medicine is necessary - quality,
effectiveness and safety - mainly for those species that have more evident use in Brazil.
The savannah from the state of Goias, Brazil, is very rich in medicinal species that, if
properly used, can bring substantial benefits, especially to the poor populations. One of
the species used in the area it is the guatambu (Aspidosperma subincanum Mart.) in the
treatment of the diabetes and of the hypercholesterolemia. Thus, the objectives of this
study were to accomplish the pharmacognostic characterization and to evaluate the pre-
clinic toxicity (acute and sub-acute toxicity) of the ethanolic extract of the peel of the
stem of Aspidosperma subincanum Mart. (EEAS). The pharmacognostic
characterization of the guatambu, besides being a contribution for the information on
Brazilian medicinal plants, itself, provided parameters to be applied in the quality
control of the guatambu used as raw material in the preparation of the phytomedicinel.
The effects of the acute and sub-acute oral administration of the ethanolic extract of
Aspidosperma subincanum Mart. were investigated by the hippocratic screening
method, by the hematological and biochemical parameters and by the histopathological
analysis in Wistar mice - adults and males. In the evaluation of the acute toxicity the
animals were treated with only doses of EEAS (500, 1000, 2000, 3000 and 5000 mg/kg
of weight) and observed for 24 hours, considering that no sign of toxicity or death was
observed, which suggests that EEAS is practically non-toxicant in acute exhibition to
high doses. In the study of the sub-acute toxicity, the mice were treated orally for 30
consecutive days with EEAS in the doses of 125, 250, 500 mg/kg of weight. The results
showed that during the treatment period, EEAS provoked few alterations in the serical
levels, as well as there were not modifications in the weights of the animals. In the
histopathological evaluation EEAS provoked cellular alterations in the kidneys, lungs
and liver in all the doses evaluated, characterizing that such organs were harmed by the
administration of EEAS. However, such toxicity signs demonstrated reversibility after
30 days. So, in the experimental conditions, EEAS presented a low toxicity.

Key words: Guatambu, Aspidosperma subincanum Mart., Farmacognosy, Toxicity






INTRODUCAO

Sabe-se que o uso de plantas medicinais sobre varias formas de apresentagdo ¢
bastante comum em vdarias camadas da populagdo brasileira. Tal habito parte do
pressuposto de que as plantas medicinais, além de possuirem atividade terapé€utica, sdo
desprovidas de efeitos toxicos. Este aspecto ¢ importante se considerarmos que o
conhecimento sobre plantas medicinais ¢ de dominio popular e em paises em
desenvolvimento e subdesenvolvidos, contém um forte componente social e cultural,
pois estas plantas muitas vezes representam o Unico recurso terapéutico de muitas
comunidades.

Em geral as plantas medicinais utilizadas possuem pouca ou nenhuma
comprovagdo cientifica de suas propriedades farmacologicas. Apesar da crescente
importancia dos fitoterapicos, relativamente poucos estudos foram realizados a fim de
comprovar sua eficacia e seguranca, sendo que muitas plantas ainda sdo utilizadas com
base somente no conhecimento popular bem estabelecido (TUROLLA;
NASCIMENTO, 2006).

A Organizacdo Mundial de Satde (OMS) estima que cerca de 80% da
populacdo de paises em desenvolvimento ndo tém acesso a qualquer atendimento
primario a saude seja pela distdncia dos centros de saide ou por falta de recursos
financeiros e, desta forma, possuem as plantas medicinais como unica fonte de cuidados
basicos a satde. Assim, conhecer sobre possiveis efeitos indesejaveis que esse arsenal
terapéutico possa apresentar, torna-se de suma importancia. Nesse sentido, a OMS e o
Fundo das Nagdes Unidas para a Infancia (Unicef), promoveram a Conferéncia
internacional sobre a Atencdo Primaria em Satde em Alma-Ata (Genebra, 1978), a
partir da necessidade de ac¢ao urgente dos governos, profissionais das areas de saude,
bem como da comunidade mundial, para proteger e promover a saude dos povos no
mundo. A Declaracdo de Alma-Ata apoiou o emprego de fitoterapicos de eficacia

comprovada em politicas nacionais de medicamentos.



A OMS desempenhou um papel ativo na identificacdo e na promocao de
fitoterdpicos seguros e eficazes para uso na atencdo primaria a saide, e apoiou com
firmeza o emprego de medicamentos a base de plantas medicinais para promover a
saude das comunidades, formulando para isso uma série de diretrizes para aprovar e
permitir a venda de produtos fitoterdpicos sem prescricao médica (OMS, 1991).

No intuito de estabelecer as diretrizes para a atuagdo do governo brasileiro na
area de plantas medicinais e fitoterapicos, foi elaborada a Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos, que constitui parte essencial das politicas ptblicas de saude,
meio ambiente, desenvolvimento social e economico como um dos elementos
fundamentais de transversalidade na implementagdo de agdes capazes de promover
melhorias na qualidade de vida da populagdo brasileira. Essa politica foi aprovada por
meio do Decreto N° 5.813, de 22 de junho de 2006 (BRASIL, 2006).

Por sua vez, a Politica Nacional de Praticas Integrativas ¢ Complementares no
SUS, pactuada na Comissao Intergestores Tripartite, aprovada pelo Conselho Nacional
de Saude no ano de 2005 e publicada por meio da Portaria N° 971, de 03 de maio de
2006, propos a inclusdo de plantas medicinais, fitoterapia, homeopatia, medicina
tradicional chinesa, acupuntura e termalismo social/crenoterapia como opgdes
terapéuticas no sistema publico de saude (BRASIL, 2006). Esse documento trouxe,
dentre suas diretrizes para plantas medicinais e fitoterapia, a elaboragdo da Relagdo
Nacional de Plantas Medicinais e de Fitoterapicos (Rename-Fito), e o provimento do
acesso a plantas medicinais e fitoterapicos aos usuarios do SUS (BRASIL, 2006).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) tem elaborado normas
para a regulamentagdo dos medicamentos fitoterapicos. A Resolucdo de Diretoria
Colegiada, RDC n° 48 de 16 de marco 2004 tem como base principal a garantia da
qualidade do medicamento para o consumidor por meio de varios critérios que
abrangem avaliacdo farmacéutica, padrdes para o material vegetal bruto, composi¢ao
das preparagoes fitoterapicas, estabilidade do produto final e comprovagao da eficacia e
seguranca (BRASIL, 2004).

Anterior a RDC 48, a Resolug¢do RE n° 88, de 20 de janeiro de 2004,
estabeleceu uma lista de referéncias bibliograficas para a avaliacdo de seguranca e

eficacia de fitoterdpicos a ser utilizada no registro de novos medicamentos. A



publicacdo de tal lista veio acompanhada pela publicacio de uma lista de espécies

(TABELA 1) (RE n® 89/2004) para os quais ¢ dispensada a comprovacado de eficacia e

seguranga através da consideracdo de uma série de documentagdes de um

longo periodo de uso (BRASIL, 2004a).
A toxicidade das plantas medicinais pode parecer trivial quando comparada com
aquela apresentada pelos dos medicamentos convencionais; entretanto, ndo ¢ verdade. A
toxicidade de plantas medicinais ¢ um problema de saude publica. Os casos de efeitos
nefro e hepatotdxicos ocasionados pela utilizacao do confrei (Symphytum officinale L.,
Boraginaceae) tiveram repercursdo nacional. Outro exemplo ¢ o cip6-mil homens,
(Aristolochia cymbifera Mart & Zucc., Aristolochiaceae) que contém 4cido
aristoloquico (FIGURA 1), que pode causar deficiéncia renal com alta taxa de

mortalidade (SIMOES et al., 2003).

FIGURA 1 — 4cido aristoloquico

Uma das espécies encontradas na lista da RE 89/2004 ¢ a Calendula officinalis
(Asteraceae), que ¢ utilizada mundialmente como antiiflamatorio e cicatrizante e para a
qual podem ser encontrados varios estudos quanto a atividade biologica e a toxicidade.
A administragdo de extratos hidroalcodlicos em ratas ndo alterou os parametros
bioquimicos e hematoldgicos, bem como a massa dos 6rgdos. Porém, foi observado o
aumento nos niveis séricos de uréia e alanina aminotransferase (ALT), sugerindo
sobrecarga renal e hepatica (SILVA et al., 2005). Em 2001, o International Journal of
Toxicology publicou o relatorio final sobre a seguranca de C. officinalis (Final Report
on the Safety Assessment of Calendula Officinalis Extract and Calendula Officinalis),

no qual foi concluido que, até aquele momento, ndo havia dados suficientes para



assegurar a seguranca do uso dessa espécie e seu extrato em formulagdes cosméticas
(an6nimo, 2001).

Sobre o Ginkgo biloba (Ginkgoacae), também na lista de registro simplificado,
ha relatos de casos de efeitos toxicos em pessoas idosas, como hemorragia intracerebral
espontanea, hematoma subdural lateral, hemorragia parietal, dentre outras (CUPP,

2000). O éacido ginkgolico (FIGURA 2), alquilfen6is e outros compostos
presentes nos extratos de ginkgo apresentam um alto nivel de potencial toéxico

(BARON-RUPPERT; LUEPKE, 2001).

COOH

Ho N

FIGURA 2 — 4cido ginkgolico

Uma répida busca na literatura sobre os efeitos toxicos sobre a kava-kava
(Piper methysticum), revelou uma série de efeitos indesejaveis que o uso dessa planta
pode proporcionar. Sedacdo, diminuicdo do estado de alerta, fadiga, problemas
gastrointestinais, alteragdes visuais e de equilibrio sdo algumas delas. Pode
potencializar os efeitos de depressores do sistema nervoso central, tais como etanol e
barbituratos. Pode ter efeitos aditivos a inibidores da MAO tipo B (PEPPING, 1999;
WOOLTORTON, 2002)

Apesar disso, Turolla e Nascimento (2006), num levantamento da literatura
existente sobre a toxicidade de dez plantas medicinais comercializadas com maior
freqiiéncia na forma de medicamentos fitoterapico encontraram poucas informagdes
referentes a toxicidade pré-clinica sobre maracuja (Passiflora incarnata L.,
Passifloraceae), ginkgo (Ginkgo biloba L. Ginkgoaceae), castanha da india (desculus
hippocastanum L, Hippocastanaceae), plantago (Plantago ovata Forsk, Plantaginaceae),
ginseng (Panax ginseng C. A. Meyer, Araliaceae), kava-kava (Piper methysticum G.
Forstt, Piperaceae), valeriana (Valeriana officinales L. Valerianaceae), erva de Sao Jodo

(Hypericum perforatrum L., Hypericaceae), erva de Sao Cristévao (Cimicifuga



racemosa (L) Nutt, Ranunculaceae), cascara sagrada (Rhamnus purschiana D.C.,
Rhamnaceae). As monografias da Organizacdo Mundial de Satde e da Comissdao E
contemplam as dez plantas, porém apresentam poucos dados sobre as informacdes
pesquisadas.

A Mentha crispa (Lamiaceae), conhecida popularmente como hortela-da-folha-

mitda, ¢ explorada comercialmente como amebicida e giardicida, podendo ser

encontrada em diversos fitoterapicos. Dimech et al. (2006) observaram que o
extrato alcoodlico de M. crispa ndo apresentou sinais de toxicidade e nao alterou os
indices reprodutivos dos ratos machos. Entretanto, algumas espécies de menta, como a
M. arvensis, apresentaram efeitos adversos sobre a fertilidade de ratos fémeas e machos,
como alteragdes da viabilidade dos espermatozoides, auséncia de espermatozoide na
cauda do epididimo, reducdo da prole e da massa dos o6rgaos reprodutivos em ratos
(KANJANAPOTHI ef al.,1981; MATHUR,1991).

Esses exemplos sinalizam que, quando ndo ha estudos toxicoldgicos
detalhados, a experiéncia documentada do uso de longo prazo sem evidéncias de
problemas de seguranga pode ser um indicativo para a avaliacdo do risco, mas sem
constituir uma base para afirmar a seguranga incondicional do uso de determinada
planta/ fitoterapico. E considerando que qualquer substincia ingerida em excesso ¢
potencialmente prejudicial, nenhum material de origem vegetal é excegdo a esse
principio geral (ELDIN, DUNFORD, 2001).

Segundo informes epidemiologicos do Sistema Nacional de Informacgdes
Toéxico-Farmacologicas (SINITOX), o numero de adultos e criangas vitimas de
intoxicagdes pelo uso indevido de plantas tem aumentado muito nos ultimos anos
(SINITOX, 1991).

A Jatropha gossypiifolia L. (Euphorbiaceae), conhecida como pinhdo roxo, ¢
catalogada como planta toxica, mas vdarias partes da planta sdo utilizadas na medicina
popular para o tratamento de diversas doengas, como ulceras pépticas, diabetes,
neoplasias, diarréias e ainda como remédio cicatrizante e diurético. Estudos pré-clinicos
de dose tnica desta planta em ratos sugeriram uma baixa toxicidade. Os sinais de
toxicidade observados foram: ptose palpebral, perda de peso e paralisia do trem

posterior (MARIZ et al., 2006).



Entretanto, casos de intoxicagdo como os citados ndo devem ser motivo para

que plantas medicinais e/ou fitoterdpicos sejam banidos do arsenal terapéutico. Ao

contrario, devem servir de estimulo para que os estudos sobre a atividade farmacologica

e a toxicidade sejam rotineiros € uma exigéncia para o registro de fitoterapicos.

A Tabebuia avellanedae (Bignoniaceae), conhecida popularmente como pau-

d’arco ¢ utilizada na medicina popular da regido nordeste do Brasil como analgésico,

antiinflamatdrio, antineoplésico e diurético. A administracdo do extrato aquoso da

entrecasca  desta  planta

apresentou

atividade  antinociceptiva

antiedematogénica e baixa toxicidade aguda (MIRANDA et al., 2002).

TABELA 1 - Espécies constantes na Lista de Registro Simplificado

Fitoterapicos (RE 89/2004)

de

Espécie

Sinonimia popular

Aesculus hippocastanum L.
Allium sativum L.

Aloe vera (L.) Burm f.
Arctostaphylos uva-ursi Spreng.
Arnica montana

Calendula officinalis L.

Centella asiatica (L.) Urban, Hydrocotile asiatica L.

Cimicifuga racemosa (L.) Nutt.
Cynara scolymus L.

Echinacea purpurea Moench
Eucalyptus globulus

Ginkgo biloba L.

Hamamelis virginiana
Hypericum perforatum L.
Matricaria recutita L.
Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss.
Melissa officinalis L.

Mentha piperita L.

Mikania glomerata Sprengl.

Panax ginseng C. A. Mey.

Castanha da India
Alho

Babosa ou aloe
Uva-ursi

Arnica

Caléndula
Centela, Gotu kola
Cimicifuga
Alcachofra
Equinacea
Eucalipto

Ginkgo
Hamamelis
Hipérico
Camomila
Espinheira-Santa
Melissa, Erva-cidreira
Hortela-pimenta
Guaco

Ginseng




Passiflora incarnata L

Paullinia cupana H.B.&K.

Peumus boldus Molina

Pimpinella anisum L.

Piper methysticum Forst. f.

Polygala senega

Rhamnus purshiana DC.

Salix alba L.

Senna alexandrina Mill.

Serenoa repens (Bartram) J.K. Small

Symphytum officinale L.

Tanacetum parthenium Sch. Bip.
Valeriana officinalis

Zingiber officinale Rosc.

Maracuja, Passiflora
Guarana

Boldo, Boldo-do-Chile
Erva-doce, Anis
Kava-kava

Poligala

Céscara Sagrada
Salgueiro branco

Sene

Saw palmetto

Confrei

Tanaceto
Valeriana

Gengibre

Fonte: Visa Legis (2006)

O teste de toxicidade aguda em ratos, pelo método de classes, da espécie
Eucalyptus saligna (Myrtaceae), mostrou que o extrato aquoso das folhas na dose de
2000 mg/kg provocou sonoléncia, letargia e diminui¢cdo de resposta a estimulos sem,
contudo, levar a 6bito (PADILLA et al., 1999).

O jaborandi, Pilocarpus microphyllus Stapf. (Rutaceae), tradicionalmente
conhecido como fonte da pilocarpina, farmaco utilizado no tratamento de glaucoma,
contém vdrios alcaldides secundarios que sdo estimulantes do sistema nervoso
parassimpatico, semelhante a pilocarpina. Um desses alcaldides, a epiisopilosina
(FIGURA 3), utilizado em avalia¢des farmacologicas para a determinacao da DLspe em
screening hipocratico, utilizando o camundongo como modelo experimental, apresentou
DLsy duas vezes maior que a da pilocarpina; e em doses acima de 300 mg/kg pode

causar tremores ¢ convulsdes (LUCIO et al., 2000).
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FIGURA 3 — epiisopilosina

1. Plantas medicinais utilizadas como antidiabéticas

O Diabetes mellitus (DM) compreende um grupo de doengas metabodlicas, com
etiologias diversas, caracterizado por hiperglicemia que resulta de uma deficiente
secrecdo de insulina pelas células B do pancreas ou resisténcia periférica a acdo da
insulina, ou ambas. A hiperglicemia cronica do diabetes freqlientemente esta associada
com dano, disfuncdo e insuficiéncia de varios 6rgdos, principalmente olhos, rins,

coragdo e vasos sanguineos (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2005).

Atualmente o DM ¢ um dos problemas de satde publica de maior relevancia,
seja pelo numero de pessoas afetadas, seja pelas complicagdes que comprometem a
produtividade, a qualidade de vida e a sobrevida dos individuos, tudo isso ainda, aliado
aos altos custos para seu controle metabdlico e tratamento de suas complicagdes.

A prevaléncia e incidéncia do DM estdo crescendo em proporcdes epidémicas.
Atualmente existem cerca de 120 milhdes de diabéticos no planeta e estima-se que no
ano 2025 serao aproximadamente 300 milhdes de pacientes acometidos (WINER;
SOWERS, 2004; LEFEBVRE; PIERSON, 2004).

O DM pode ser dividido em tipos e sua classificacdo, de acordo a Associagdo

Americana de Diabetes (ADA) e baseia-se na etiologia da doenca, a saber:

1.1 Diabetes Tipo 1

Neste tipo a hiperglicemia permanente se manifesta quando 90% das ilhotas
sao destruidas. Acredita-se que o processo seja desencadeado pela agressao das células
beta por fator ambiental (sobretudo infec¢des virais), em individuos geneticamente
susceptiveis (TRUCCO, 2005; EISENBARTH, 2004).

Em geral, os pacientes acometidos por esse tipo tém indice de massa corporea

normal, mas a presenca de obesidade ndo exclui o diagndstico. Apresentam ainda, como



caracteristica marcante, a tendéncia a cetose, requerendo obrigatoriamente, insulina
como tratamento (NEWTON; RASKIN, 2004).

No Brasil, a incidéncia anual é estimada em torno de 8,4/100.000 (REWERS et
al., 2004). Cerca de 80% dos casos surgem antes dos 18 anos, podendo, contudo, surgir

em qualquer idade, inclusive na oitava e na nona década de vida.

1.2 Diabetes Tipo 2

O DM do tipo 2 se caracteriza, em geral, por graus variaveis de resisténcia a
insulina e deficiéncia relativa de secrecdo de insulina. Acomete habitualmente, a
pacientes com mais de 40 anos, embora possa ocorrer mais cedo, mais raramente em
adolescentes. Na maioria dos casos, o paciente tem excesso de peso e a cetoacidose
ocorre apenas em situagdes especiais. E responsavel por 80% a 90% de todos os casos

de diabetes no mundo (POERTER; BARRETT, 2004).

Aproximadamente 80% a 90% dos pacientes com DM tipo 2 apresentam
também sindrome metabodlica, que tem como caracteristica fatores que implicam em
risco cardiovascular elevado, tais como dislipidemia, obesidade abdominal, resisténcia
insulinica, tolerancia alterada a glicose e hipertensao (LAAKSONEN et al., 2004).

Os principais mecanismos fisiopatologicos que levam a hiperglicemia no DM
tipo 2 sdo: a resisténcia periférica a agdo insulinica nos adipocitos e, principalmente, no
musculo esquelético; a secrecdo deficiente de insulina pelo pancreas e o aumento da
producao hepatica de glicose, resultante da resisténcia insulinica no figado (ALBERTI
et al., 2004; VINER et al., 2004).

O tratamento medicamentoso inicial no DM tipo 2 ¢ feito com
hipoglicemiantes ou anti-hiperglicemiantes orais, ressaltando ai a importancia de se
fazer, concomitante ao tratamento medicamentoso, uma reeduca¢do alimentar,
modificacdes no estilo de vida, que incluem suspensdo do fumo, baixo consumo de
bebidas alcoolicas e aumento da atividade fisica, uma vez que apds o aparecimento do
DM, ha uma degeneracdo progressiva do controle glicémico, independente do emprego
de agentes antidiabéticos (UKPDS, 1998) , o que leva a pelo menos 30% dos individuos

afetados requererem insulinoterapia para a obtencdo de um controle glicémico



adequado. Isso ocorre, basicamente devido a resisténcia a insulina e a produgdo
deficiente da mesma, caracterizando o DM 2 como uma doenca evolutiva (VILAR,
2006).

Sendo uma doenga cronica, muitos pacientes procuram alternativas a
farmacoterapia tradicional e ndo raro utilizam plantas medicinais para “baixar o agucar
do sangue”, muitas vezes buscando o conhecimento acumulado na sua heranca cultural
familiar, ou indica¢des de conhecidos e, mais recentemente, seguindo os modismos
alimentados pela propaganda, explicita ou nio.

A Etnobotanica e estudos experimentais relatam o uso de muitas espécies de
plantas para o tratamento dos sintomas de diabetes, tais como Allium sativum L.
(Liliaceae), Aloe sp. L. (Liliaceae), Catharanthus roseus L. (Apocynaceae), Baccharis
genistelloides var trimera Less. (Asteraceae), Allium cepa L. (Liliaceae); Annona
muricata L. (Annonaceae), Momordica charantia L. (Cucurbitaceae); Bauhinia
forficata L. (Caesalpiniaceae), Phyllanthus sp. L.(Euphorbiaceae), Brumelia sartorum
Roem. & Schut. (Sapotaceae), Punica granatum L. (Punicaceae), Bowdichia

virgilioides Kunth (Fabaceae), dentre outras (CARVALHO et al., 2005).

Negri (2005) relatou que hd um grande ntimero de plantas hipoglicemiantes
utilizadas popular ou experimentalmente que apresentam grande variacao filogenética
indicando a natureza variada de constituintes ativos utilizados como antidiabéticos.

A espécie Cissus sicyoides L. (Vitaceae) conhecida popularmente como cipo-
puca, anil-trepador, cortina ou insulina ¢ utilizada para o tratamento de diabetes e outras
doengas como epilepsia e reumatismo. Um estudo utilizando o extrato aquoso de folhas
desta planta durante sete dias, mostrou ser este capaz de diminuir os niveis de glicose no
sangue em ratos com diabetes induzido por aloxana. O extrato mostrou-se eficiente nas
doses de 100 e 200 mg/kg a partir do quarto dia e ndo apresentou efeitos hepatotoxicos,
sugerindo seu potencial terapéutico para o diabetes tipo I (VIANA et al, 2004).

A espécie Catharanthus roseus L. (Apocynaceae) ¢ conhecida por apresentar
alcaldide indolicos, dos quais talvez os mais importantes sejam a vimblastina (FIGURA
4) e a vincristina (FIGURA 5), potentes para o tratamento de linfomas e leucemias.
Além desta atividade terapéutica, a medicina popular indiana utiliza cha das folhas desta

planta para o tratamento de diabetes. Ensaios pré-clinicos em coelhos com diabetes



induzidas por aloxanoa, comprovaram a atividade anti-hiperglicemiante deste cha,

possivelmente por estimular o aumento da secrecdo de insulina (NAMMI et al., 2003).

FIGURA 4 — vimblastina

FIGURA 5 — sulfato de vincristina
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FIGURA 6 — trigonelina

Em um estudo de revisdo, Silva e Cechinel Filho (2002) relataram que espécies
do género Bauhinia (Caesalpiniaceae), conhecidas popularmente como pata-de-vaca ou
unha-de-boi sdo amplamente utilizadas no Brasil e em outros paises no tratamento de
infeccdes, dor e diabetes. A acao hipoglicemiante de plantas medicinais deste género ¢
uma das suas atividades farmacoldgicas mais conhecida popularmente e também
investigada cientificamente. Os estudos utilizando as espécies B. divaricata, L., B.
candicans Benth e B. forficata L. mostraram efeitos hipoglicemiantes em modelos
experimentais como diabetes induzidos por aloxano ou estreptozotocina, sendo que na
espécie B. candicans o efeito foi atribuido ao alcaldide trigonelina (FIGURA 6). Além

de alcaloides, terpenos, esterdides, estilbenos e flavonodides ja foram isolados neste

género, mas ainda ha poucos estudos que correlacionam os compostos até
agora isolados com seus efeitos biologicos.

Pesquisadores da Universidade de Brasilia verificaram que o chéd da folha da
planta conhecida como pata-de—vaca (Bauhinia variegata, L. Caesalpiniaceae),
utilizado comumente como hipoglicemiante, ativa o receptor PPRAR-gama, um potente
estimulador da insulina. Entretanto sua agdo ndo ¢ seletiva, atuando em outros
receptores como o de estrogénio, podendo aumentar o risco de cancer de utero € mama
(COSTA, 2005).

Um estudo no qual compostos de origem natural e sintética foram avaliados
quanto a capacidade de modificarem células fazendo com que adquiram a capacidade de

produzir insulina, a conofilina (FIGURA 7) um alcaldide da Catharanthus roseus L.



(Apocynaceae) mostrou uma atividade dose-dependente interessante. No mesmo
trabalho os autores determinaram a relacdo estrutura-atividade e concluiram que a
estrutura dimérica dos alcaldides aspidosperminicos contendo o anel diidrofurano
central ¢ essencial para tal atividade indutora de diferenciag@o celular (UMEZAWA et

al., 2003).

FIGURA 7 — conofilina

O ché do lenho de Picrasma crenata (Vell) Engl (Simaroubaceae), conhecida
como qudssia-do-Brasil, cedro-branco, quassia amarga, pau-tente, pau-amarelo, pau-
rosa, quassia, reduziu a glicemia tanto em camundongos com diabetes induzido por
estreptozotocina, quanto em camundongos normais. Essa a¢ao ocorreu pela diminui¢ao

da absorcdo e pelo aumento da excre¢do renal da glicose (IKEGAME;

PEREIRA, 2003).
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FIGURA 8 — epicatequina



Além do efeito hipoglicemiante, extratos de espécies ricas em determinados
metabolitos secunddrios, dos quais se destacam os derivados fenolicos epicatequina,
catequina e epigalocatequina, e acido tanico (FIGURAS 8 - 11), isoflavonas e saponinas
(por exemplo, a glicirrizina), diminuem as complicagdes do DM advindas do estresse

oxidativo e, conseqiientemente, a destruicao tecidual (ROCHAL et al., 2006).
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FIGURA 9 — catequina FIGURA 10 — epigalocatequina

As atividades antioxidante e antidiabética da espécie Scoparia dulcis
(Scrophulariaceae), conhecida com vassourinha doce, utilizada na etnomedicina para o
tratamento de diabetes, foi investigada em cérebro de ratos com diabetes induzido por
estreptozotocina. Os autores monitoraram a atividade das enzimas antioxidantes
catalase, glutationa peroxidase, glutationa—S—transferase e da glutationa e os niveis de

lipoperoxidos (TBARS) e hidroperdxido, além da concentragao de insulina no soro e

glicose no sangue. O extrato aquoso da planta inteira provocou reduc¢ao na
formagdo de lipoperoxidos e hidroperdxidos no cérebro, estimulou a atividade da
insulina, reduzindo a glicose e aumentando a atividade das enzimas, mostrando que a
planta ¢ hipoglicemiante e estimulante de enzimas varredoras de radicais livres. Estudos
mostraram que esta planta ¢ rica no alcaldéide 6-metoxibenzoxazolinona (6-MBOA)
(FIGURAT12) e terpendides como acidos escoparico A, B e C e 4cidos escopadulcico A
e B (FIGURA 13 - 17), que parecem ser os responsaveis pela deplecdo de radicais livres

(PARL; LATHA, 2004).
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FIGURA 11 — 4cido tanico
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FIGURA 12 — metoxibenzoxazolinona

Uma das plantas medicinais utilizadas no Brasil para o tratamento do DM ¢ o
guatambu, nome popular de varias espécies do género Aspidosperma (A. macrocarpon,
A. australe, A. ramiflorum, A. polyneuron, A. olivaceum, A. subincanum)
(Apocynaceae) (CASTELON, 2001; GUARIN NETO; MORAIS et. al.; 2006), que
também sdo comercializadas com outros nomes populares, como pau-pereira, peroba,
guatambu amarelo.

A mesma sinonimia para diversas espécies do género faz com que, muitas
vezes, seja praticamente impossivel a identificagdo correta das espécies utilizadas como

plantas medicinais.



FIGURA 13 — 4cido escoparico A

FIGURA 14 — 4cido escoparico B FIGURA 15 — écido escoparico C

FIGURA 16 — 4cido escopadulcico A FIGURA 17 — 4cido escopadulcico B



Em um programa de levantamento floristico (Biota), no interior de Sao Paulo,
regido caracteristica de Mata Atlantica e Cerrado, foram analisadas cerca de 300 plantas
com propriedades farmacologicas diferentes, dentre as quais se encontra a espécie
Aspidosperma olivaceum, com acdo antibiotica. Esta espécie, a semelhanga de outras
espécies do género, também ¢ conhecida popularmante como guatambu e peroba, no
entanto com propriedade farmacologica divergente destas (CASTELON, 2001).

Em um relato a respeito da vida, dos costumes e cultura da regido de uma
senhora raizeira chamada Dona Flor, do Povoado de Moinho no municipio de Alto
Paraiso, Goias, Attuch (2006) observou que as espécies A. macrocarpon ¢ A.
tomentosun sdo conhecidas na regido com os nomes de peroba, amargoso, bolsinha,
orelha-de-elefante, pereiro, peroba-amargosa, peroba-cetim, peroba-comum, peroba-
mirim, peroba miuda, peroba-do-rio, peroba-rosa, peroba-de-sdo-paulo e peroba-do-
cerrado.

Estudos realizados por Tresvenzol et al. (2006) apontam que em Goiadnia ¢
muito comum a preseng¢a do “raizeiro” em feiras livres, mercados municipais, pragas e
avenidas. Neste trabalho, algumas plantas, como por exemplo, chapéu de couro
(Echnodorus sp.), pata de vaca (Bauhinia sp.), assa-peixe (Vernonia sp.) foram
identificadas apenas quanto ao género, pois diferentes espécies sdo utilizadas como
apresentando as mesmas propriedades terapéuticas; no caso da planta conhecida como
vergateza ndo se conseguiu identificar nem o género. Estes fatos evidenciam a
necessidade das autoridades sanitdrias regulamentarem o comércio destas plantas,
reforcando o cuidado quanto a identificag@o botanica da espécie comercializada.

O papel dos raizeiros deve ser valorizado, pois seus conhecimentos sdo
fundamentais na pesquisa etnobotéanica e etnofarmacolédgica. Porém, nos ultimos anos,
em funcdo do desemprego, varias pessoas com pouca experiéncia tém sido levadas para
esta atividade, descaracterizando-a e gerando pseudo-raizeiros, que acabam levando a
indicagdes incorretas das plantas ditas medicinais e com tradi¢do na fitoterapia popular
(TRESVENZOL et al., 2006).

Apesar de utilizado por portadores de uma enfermidade que apresenta um
quadro bastante complicado, e que usualmente requer o uso concomitante de varios

medicamentos, ainda pouco se sabe sobre a composi¢do quimica e as atividades



farmacologica e toxicologica dessas espécies utilizadas e comercializadas como

guatambu.

A comercializagdo de um fitoterapico denominado Tintura de “pau-pereira”,
em Belo Horizonte, foi objeto de estudo comparativo com o extrato de Aspidosperma
parvifolium, popularmente conhecido como “pau-pereira”. Segundo a bula do
fitoterapico, o mesmo tratava-se de uma tintura de cascas de Geissospermina vellosii
(Apocynaceae), também conhecido como “pau-pereira”, contendo os alcaloides
geissospermina, pereirina e velosina (FIGURA 18 — 20). O estudo mostrou que
Aspidosperma parvifolium, ndo estava presente na tintura de “pau-pereira”, uma vez que
a uleina (FIGURA 21), um marcador quimico da espécie, ndo foi detectada no

fitoterapico JACOME et al., 2003).

FIGURA 18 — geissospermina
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FIGURA 19 — geissosquizolina (pereirina)
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FIGURA 20 — velosina

FIGURA 21 - uleina

Nos paises em desenvolvimento, bem como nos mais desenvolvidos, os apelos
da midia para o consumo de produtos naturais aumentam a cada dia. Os ervanarios,
farmacias e lojas de produtos naturais prometem satde e vida longa, com base no
argumento de que plantas usadas ha milénios sdo seguras para a populagao. Nos Estados
Unidos e na Europa ha controle no registro e na comercializagdo dos produtos obtidos
de plantas. Nesses paises, as normas para a certificagdo e o controle de qualidade de
preparagdes vegetais sao mais rigidos; contudo, vale ressaltar que esta comercializacdo
se da por preparacoes produzidas, em geral, a partir de plantas cultivadas,
diferentemente daquelas preparagdes que se utiliza, quase sempre de plantas da flora
nativa em que a coleta quase sempre ¢ feita por pessoas pouco preparadas ao

reconhecimento das espécies, mais susceptiveis a trocas (VEIGA JUNIOR et al., 2005).



OBJETIVOS

1. Objetivo geral

- Estudo farmacogndstico e toxicoldgico de Aspidosperma subincanum Matrt..

1.1 Objetivos especificos

- Realizar o estudo farmacognéstico da casca do caule Aspidosperma

subincanum Mart.

- Avaliar a toxicidade pré-clinica (toxicidade aguda e subaguda) do extrato

etanolico da casca do caule de Aspidosperma subincanum Mart.
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CAPITULO 1:
GENERO ASPIDOSPERMA: QUIMICA E ATIVIDADE BIOLOGICA.

1. O género Aspidosperma

A familia Apocynaceae ¢ composta por cerca de 200 géneros e 2000 espécies,
distribuidas em todos os continentes, nas regides tropicais e subtropicais e caracteriza-se
pela presenga de alcaldides. O género Aspidosperma, por sua vez, ¢ constituido por
cerca de 260 espécies que podem ser encontradas desde o México até a Argentina, e €
caracterizado por ser fonte de alcaldides indolicos, substancias nitrogenadas com
potentes agdes bioldgicas (JACOME, 2004).

Espécies de Aspidosperma sao utilizadas popularmente em diversas regides da
América do Sul para finalidades medicinais diversas, que vao desde acdo
antiprotozoaria até atividade antitumoral. A espécie Aspidosperma illustre, por
exemplo, ¢ conhecida popularmente como tambu-pequia. O estudo quimico do extrato
metanolico das cascas do caule desta espécie, mostrou que ela contém alcaloide indolico
B-ioimbina (FIGURA 22), eficaz para o tratamento de impoténcia sexual masculina, em
tratamento com mulheres diabéticas e como complemento para tratamento de pacientes

depressivos (BARBOSA et al., 2003).
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FIGURA 22 — B-ioimbina



O estudo dos extratos hexanico das cascas do caule e metanolico das sementes
in natura de Aspidosperma spruceanum permitiu isolar seis alcaldides (FIGURAS 23)

(OLIVEIRA et al., 2006)
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FIGURA 23: Alcaldides de Aspidosperma spruceanum (Oliveira et al.,2006).

A anélise da composi¢ao quimica de 4. cylindrocarpon, usado popularmente
como febrifugo, mostrou que esta planta apresenta mais de trinta componentes ativos de
natureza diversa, tais como hidrocarbonetos, monoterpenos e sesquiterpenos
(CORNELIO et al., 2005).

A espécie A. parvifolium, conhecida popularmente por guatambu, peroba ou
pau-pereira, ¢ uma planta medicinal, mas pouco se sabe sobre seu uso popular. O estudo

fitoquimico desta espécie permitiu identificar lupeol (FIGURA 24), estigmasterol



(FIGURA 25) e quatro alcal6ides, a uleina (FIGURA 21), epiuleina (FIGURA 26),
desmetiluleina (FIGURA 27) e apariciina (FIGURA 28) (JACOME et al., 2004).
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FIGURA 28 — anariciina

A composicdo da casca e sementes de Aspidosperma ramiflorum foi estudada
inicialmente por Marques et al. (1996) que identificaram os alcaldides bis-inddlicos

ramiflorina A (FIGURA 29) e B (FIGURA 30) no extrato cloroférmico das cascas e a



beta-ioimbina (FIGURA 22) e 10-metoxigeissoschizol (FIGURA 31) no extrato

etanodlico das sementes.

FIGURA 29 — ramiflorina A
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FIGURA 30 — ramiflorina B
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FIGURA 31: 10-methoxygeissoschizol



A avaliagdo da atividade bactericida de extratos alcoolicos da casca de A..
ramiflorum e seus constituintes isolados mostrou que apresentam atividade contra
bactérias gram positivas, mas foram inativos contra bactérias gram negativas. Fragdes
deste extrato contendo os compostos representados nas FIGURAS 29 e 30 apresentaram
atividade contra Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis (TANAKA et al.,
2006). O extrato metanodlico bruto dos galhos mostrou atividade moderada contra os
fungos Cryptococcus neoformans, Trycophyton rubrum, Ttycophyton mentagrophytes e
Microsporum canis. As fragdes contendo ramiflorina A (FIGURA 29) apresentaram-se
mais ativas contra C. neoformas e a ramiflorina B (FIGURA 30) contra os outros
dermatofitos testados. Uma fracdo menos ativa contra fungos era composta por 10-
metoxigeissoschizol (FIGURA 31) (SOUZA et al., 2006).

O extrato alcaloidico de Aspidosperma ramiflorum apresentou atividade
leishmanicida contra Leishmania braziliensis e L. amazonensis. Esse extrato continha os
alcaldides ramiflorina A ¢ B (FIGURAS 29 e 30), e usambarina e usambarensina
(FIGURAS 32 e 33) (FERREIRA et al., 2004).

A acdo antipromastigota mostrou ser devida a presenca dos alcaldides

ramiflorina A e B (TANAKA et al., 2006).

FIGURA 32 — usambarina



FIGURA 33 — usambaresina

A espécie Aspidosperma polyneuron encontra-se distribuida na regido de
cerrado do sudeste do Brasil e ¢ utilizada pela medicina popular como bactericida. A
analise da composi¢ao do dleo extraido de suas folhas por hidrodestilagdo mostrou que
¢ composto principalmente por caureno (FIGURA 34) (73,7%) e outros componentes
em menor quantidade, tais como linalol (FIGURA 35), B-cariofileno (FIGURA 36) e a-
copaeno (FIGURA 37). Foram detectados também diferentes derivados de &cidos
graxos como pentadecanal, hexenol e hexadecanona (CORNELIO et al., 2004).
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FIGURA 34 — caureno FIGURA 35 — linalol
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FIGURA 36 — B-cariofileno FIGURA 37 — a-copaeno




Em testes de inibi¢do bioquimica e eletroforese em gel de poliacrilamida
(PAGE) de folhas jovens Aspidosperma polyneuron, foram identificadas 14 isozimas
esterases, sendo diferenciadas em alfa e beta-esterases de acordo com seus substratos de
preferéncia. Nesse estudo foi demonstrado que inseticidas organofosforados sao capazes
de inibir seletivamente estas esterases, sugerindo que elas podem ser utilizadas para o
monitoramento de poluentes no ambiente (CARVALHO ef al., 2003).

A espécie Aspidosperma tomentosum foi avaliada quanto a sua atividade
tripanossomicida e foi verificado que a fracdo do extrato etanolico do caule dessa
espécie contendo o alcaldide uleina (FIGURA 21) apresenta maior atividade
(OLIVEIRA et al., 2001).

O extrato da casca da espécie Aspidosperma carapanauba apresentou
propriedades gastroprotetoras em ratos com ulceras induzidas por indometacina (SILVA
et al.,20006).

O género Aspidosperma ¢ também comumente utilizado pela populacdo para
disfuncao erétil. Esta propriedade foi verificada na espécie Aspidosperma ulei.

Uma fragdo alcaloidica extraida da casca da raiz desta espécie, apresentou
efeito estimulante do sistema nervoso central e pro-erétil em camundongos. Este efeito
foi verificado por meio do tempo de indugdo de sono por pentobarbital, diminuicdo do
tempo de imobilidade em teste de natacdo forcada e pardmetros erection-like. Este
efeito pode estar relacionado com a ativagdo de dopamina central e bloqueio de
adrenoceptores pré-sinapticos alfa-2 com subseqiiente aumento da liberagdo de d6xido
nitrico pelos nervos e artérias penianas (CAMPOS et al., 2006).

Virias espécies do género Aspidosperma sdo conhecidas como antimaldricas,
por exemplo, 4. album (Vahl) Benoist (GRENAND et al., 1987), A. discolor DC.,
(SCHULTES, 1979) A. excelsum Benth., 4. polyneuron Muell. (WASICKY et al.,
2001) e A. nitidum Benth. (SCHULTES, 1979; BRANDAO et al., 1992), cujas cascas
sdo utilizada por indios brasileiros contra a malaria (BRANDAO et al., 1992).

Os extratos de 4. macrocarpum apresentaram atividade in vitro contra
Plasmodium falciparum, com baixa citotoxidade (BRANDAO et al., 1992).

Isocefio-Guarani ¢ um grupo étnico que vive na Provincia Cordilheira em Santa
Cruz no sudeste da Bolivia. Esta populag¢do ¢ composta por cerca de 9.000 pessoas que

vivem espalhadas em uma area de cerca de 70 km. Dentre as varias espécies estudadas



nesta regido, a Aspidosperma quebracho-blanco, conhecida por estes indios
por sua agdo antidisentérica, apresentou também em testes in vitro propriedades
antimaldrica (BOURDY et al., 2004).

Uma das propriedades medicinais atribuidas a espécie Aspidosperma
quebracho, utilizada ha mais de cem anos na América do Sul e Europa, ¢ no tratamento
da disfunc¢do erétil. Um estudo utilizando alfa-1 e alfa-2—adrenoceptores penianos
humanos, bem como alfa-1 e alfa-2 adrenoceptores clonados, mostrou que a fragdo
contendo ioimbina (FIGURA 38) apresentou efeito inibitorio sobre os adrenoceptores

(SPERLING et al., 2002).
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FIGURA 38 — ioimbina
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A atividade antimalérica de doze alcaldides presentes em A. pyrifolium e A.
megalocarpon, contendo esqueleto aspidospermano foi avaliada in vitro sobre cepas de
Plasmodium falciparum resistentes ou nao a cloroquina. O uso concomitante dos
alcaloides (FIGURAS 39 e 40), com cloroquina sobre a cultura de P. falciparum
mostrou a potenciacao da atividade antimalarica (MITAINE-OFFER et al., 2002).
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FIGURA 39 — Alcaldides presentes em Aspidosperma pyrifolium
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FIGURA 40 — Alcaloides presentes Aspidosperma megalocarpom

A atividade antiprotozodria de varias espécies medicinais utilizadas pela
populacdo do sudoeste da Colombia foi testada e Aspidosperma megalocarpon
apresentou boa atividade antimalérica tanto para cepas nao resistentes a cloroquina
quanto para as resistentes. Porém ndo apresentou atividade contra cepas de

Trypanosoma cruzi e Leishmania sp (WENIGER et al., 2001).

1.1 Aspidosperma subincanum Mart.

A espécie Aspidosperma subincanum Mart., conhecida como guatambu e
objeto desse estudo, ¢ usada popularmente como planta medicinal em varias regides do
Brasil e em alguns outros paises. Em um levantamento realizado em Goiania e cidades
vizinhas, Tresvenzol et al. (1997), mostraram que 60% dos raizeiros entrevistados
citaram o guatambu como sendo util para o tratamento tanto do diabetes quanto da
hipercolesterolemia.

Poucos estudos sobre a composicdo micromolecular dessa espécie foram
realizados até o momento. Alcaldides indodlicos parecem ser o grupo de metabolitos
secundarios mais evidentes nessa espécie. Kobayashi et al. (2002) descreveram os
subincanadinos A-G (FIGURAS 41 e 42). Ishiyama et al. (2005) isolaram ainda a
pausperadina A (FIGURA 42)
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FIGURA 41 — Alcalodides presentes em Aspidosperma subincanum (KOBAYASHI et
al., 2002; ISHIYAMA et al., 2005).

Lino e Garrote (2005) isolaram uma mistura de alcaldides de extratos das
cascas de A. subincanum. As andlises espectrométricas preliminares sugeriram a
presenga de 3 alcaldides, correspondentes a subincanadinas A e C (FIGURA 41), nas
fracdes oriundas do material soluvel em butanol e subincanadinas D e F (FIGURA 42)
nas fra¢des oriundas do material soluvel em acetato de etila.

Gaskell e Joule (1970) isolaram uleina (FIGURA 21), epiuleina (FIGURA 26),
dasicarpidona e epidasicarpidona (FIGURA 43) de extratos de A. subincanum.
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OH subincanadina D
H subincanadina E subincanadina F

pausperadina A
FIGURA 42 — Alcalodides presentes em Aspidosperma subincanum (KOBAYASHI et
al.,2002; ISHIYAMA et al., 2005).
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FIGURA 43 — Alcaldides presentes em Aspidosperma subincanum (GASKELL;
JOULE, 1970)

Uma pesquisa etnobotanica foi realizada na localidade de Mimoso, situada no
municipio de Santo Antdnio do Leverger, Pantanal de Bardo de Melgago, no Estado de
Mato Grosso, e teve, como um dos propositos, a caracterizagdo das plantas utilizadas
pela comunidade mimoseana. Neste trabalho foram identificadas quatro etnocategorias
de uso das espécies levantadas, das quais 53% sdo de uso medicinal, 48% de diversas
benfeitorias, como construgdes de cercas, casas, moveis, pontes e utensilios. A espécie
A. subincanum foi citada apenas como sendo util em constru¢do em geral, tdbuas, cabo

de ferramentas em geral, canoa e lenha (SCHWENK; SILVA, 2000).

1.1.1 Descric¢ao botanica (GOMES, 1997)

1.1.2 Sinonimia: Aspidosperma subincanum Mart.

O habitat desta espécie ¢ a de sub-bosque ou de florestas com transi¢do para
cerrado. E uma arvore decidua, de médio porte, medindo de 15-20 m de altura, com
tronco reto de cor creme. Os ramos sdo castanho-escuros com folhas agrupadas no
apice. As folhas sdo alternadas 1/5, verde-escuras na superficie adaxial e acinzentadas
na abaxial, ambas as superficies glabras a glabrescentes ou esparsamente pubéras;
nervuras craspedodromas simples, secundarias adaxialmente impressas, bem definidas,
congestas no apice dos ramos, com peciolo de 1,5- 5 cm, limbo 5,7-21x3,3-12,5 cm
membrandceo, ndo-bulado, largamente eliptico ou oboval, éapice agudo, obtuso,

arredondado ou mucronado; margem inteira, plana, base atenuada ou aguda, decorrente



ligeiramente assimétrica; As inflorescéncias possuem de 1,8-6 cm de comprimento, em
grupos de 1-3, sdo axilares ou extra-axilares, bracteosas, 2-3 ramos basais di ou
tricasiais e os terminais umbeloides, densifloras; pedinculo 0,3-3 cm de comprimento;
pedicelos 0-2 mm comprimento; bractéolas inconspicuas; botdes obtusos. As sépalas
possuem de 1-1,5 mm, 1-2 vezes mais compridas que largas, diferentes entre si, ovais a
deltdides, apice agudo, as vezes plicado, base arredondada, externamente tomentosas,
internamente glabras. A corola possui 5-7 mm, de coloragdo esbranquicada,
externamente glabra nas regides superpostas dos lobos e basal do tubo, esparsamente
curto-tomentosa nas regioes mediana dos lobos e distal do tubo, internamente com
tomentos muito esparsos nos lobos, na fauce e atrds das anteras, tufo de tricomas logo
abaixo dos estames, restante do tubo pubérulo; lobos deflexos, ovais, pouco carnosos, 2-
3 mm de comprimento, 1,5-3 vezes mais compridos que largos, 0,5-1 vez compridos
tubo, &pice agudo, obtuso ou arredondado, base externamente arredondada e com 16bulo
interno; fauce ndo calosa, sem anel; tubo 2,8-4 mm de comprimento, abruptamente
estreito na regido distal. Estames até 1/3 do tubo; anteras 1 mm de comprimento, apice
rente ou distante 0,2 mm, tecas iguais, % basal livre; filetes 0,1 mm de comprimento.
Pistilo 0,8-2,5 mm de comprimento, ovario 0,8-1 mm de comprimento, supero, carpelos
adnatos, tomentoso, cOnico, apice atenuado, 6vulos 5-6 por loculo, em 2 colunas,
estilete glabro, séssil ou subséssil a 1,5 vezes comprimento do ovario; clavuncula
globosa, tricomas nos apiculos. Foliculos 5,5-8x2,5-3,5 cm gémeos, as vezes isolados,
dolabriformes, achatados, densamente pubérulos, castanhos a pardacentos, superficie
regular, lenticelas contrastantes, mucro ausente, apice deflexo ca.60°, costa evidente;
estipe 15-20 mm de comprimento. Sementes 5-6 por foliculo, 4,5x3 cm, iguais entre si,
circulares; alas concéntricas, 0,3-1 cm de comprimento; cotilédones ovais a elipticos, 2-
2,5 cm de comprimento; funiculo basal, 0,5-0,8 cm de comprimento (GOMES, 1997).

A Aspidosperma subincanum Mart. ¢ muito comum em regides de Sdo Paulo,
Minas Gerais, Mato Grosso ¢ Goias, além de localidades circunscritas ao atual estado de
Tocantins. Fornecem madeira de lei propria para a construgdo civil e naval, dormentes,
cabos de ferramentas e de instrumentos para a agricultura, xilografia, marcenaria, etc. E
conhecida também como: Guatambu-vermelho, Pereira, Pereira-branca, Peroba e

Perobinha.



CAPITULO 2: PARTE EXPERIMENTAL




CAPITULO 2: PARTE EXPERIMENTAL

1. Material Botanico

Cascas de Aspidosperma subincanum Martius foram coletadas na regido de
Goiania/GO em agosto de 2005 e identificadas pela Dra. Irani Fernandes Pereira
Campos (ICB/UFG). Um espécimen testemunha encontra-se depositado no Herbéario do
Departamento de Botanica do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB), da Universidade
Federal de Goias (UFG), sob o numero UFG 21.147. As cascas foram dessecadas em
estufa de ventilacdo forgcada, a 40° C, por 72 horas. Em seguida, foram moidas em
moinho de facas. O p6 resultante da moagem foi armazenado em sacos de papel e

acondicionados em sacos de polietileno.

2. Obtencao do Extrato

O extrato foi obtido no Laboratério de Farmacognosia da Faculdade de
Farmacia da UFG. Foram utilizados 600g de material botanico pulverizado ao qual foi
adicionado etanol a 95%, na proporcdo de 1:3 (p/v). A mistura foi submetida a agitagdo
mecanica por 4 horas, sendo posteriormente filtrada em papel de filtro qualitativo. O
processo de maceragdo dinamica foi repetido por trés vezes consecutivas.

A solucdo extrativa foi submetida a evaporagdo sob vacuo a temperatura de
inferior a 40 °C, até a remocdo do solvente e obten¢do do extrato etandlico bruto de

Aspidosperma subincanum (EEAS).

3. Estudos Farmacognosticos

3.1 Reagentes gerais

3.1.1 Reagente de Steinmetz (OLIVEIRA et al., 2005)



Utilizado nas reacgdes histoquimicas, ¢ empregado diretamente na observagao de
cortes histoldgicos e de drogas pulverizadas, sem a necessidade de clareamento prévio,
pois apresenta a caracteristica de descorar a estrutura a0 mesmo tempo que promove a
coloracdo diferencial dos tecidos.

A férmula deste reativo é:

Cloral hidratado 40,00 g
Alumen de ferro 3,00 g
Sulfato de anilina 1,00 g
Iodo 0,45¢g
Sudan III 0,10 g
Etanol 30,00 mL
Agua destilada 30,00 mL
Glicerina 25,00 mL

O cloral hidratado e o alimen de ferro foram dissolvidos em 15 mL de agua. O
sulfato de anilina foi dissolvido a quente nos outros 15 mL de 4dgua restante. O iodo, por
sua vez, foi dissolvido no alcool e a seguir as 3 solugdes foram reunidas. O Sudan III foi
dissolvido a quente na glicerina e ap6s arrefecimento, essa solugdo foi adicionada ao
conjunto. Essa mistura ficou em repouso por 24 horas e posteriormente filtrada em 13 de

vidro.

3.1.2 Reagente de Etzold (ETZOLD, 1993)
Reagente também utilizado nas reagdes microquimicas, empregado diretamente
na dupla coloracao de cortes histologicos, sem a necessidade de clareamento prévio.
Foram pesados 10 mg de fucsina basica, 40 mg de safranina, 150 mg de azul
astra e adicionados de 100 mL de agua destilada e 2 mL de acido acético glacial, até

completa homogenizacao.

3.1.3 Reativo de Liebermann-Burchard (SHARAPIN, 2000).

Esse reagente ¢ utilizado na identificagao de esterdides e triterpendides.

A 1 mL de cloroférmio foi adicionado 1 mL de anidrido acético. Apds completa
homogeneizagdo da solugdo foram acrescentadas 3 gotas de dacido sulfurico

concentrado.



3.1.4 Solucgao alcoodlica de Brucina (COSTA, 1982)
Esse reagente ¢ utilizado nas reagdes de caracterizacdo de taninos e baseia-se na
propriedade dos taninos de formar precipitados ao reagir com alcalodides.

O reagente ¢ composto de uma solugdo de brucina a 1% em etanol.

3.1.5 Reagente de Bertrand (COSTA, 1982)
Esse reagente ¢ utilizado nas reagdes de caracterizagdo dos alcaldides por
precipitagdo. O reagente ¢ composto de uma solugdo aquosa de acido silicotungstico a

5%.

3.1.6 Solugao de Cloreto Férrico (p/v) (COSTA, 1982)
Esse reagente ¢ utilizado nas reagdes de caracterizacdo de compostos fendlicos. O

reagente ¢ composto de uma solucao aquosa de cloreto férrico a 4,5%.

3.1.7 Solu¢ao de Acetato de Chumbo (p/v) (COSTA, 1982)
Reagente utilizado nas reagdes de caracterizagdo dos galhotaninos.

O reagente ¢ composto de uma solug@o aquosa a 10% de acetato de chumbo.

3.1.8 Solu¢ao de NaOH (p/v) (COSTA, 1982)
Essa solugdo ¢ utilizada nas reacdes de caracterizagdo das cumarinas. O

reagente ¢ composto de uma solucao aquosa a 20% de NaOH.

3.1.9 Solucao de Gelatina a 2,5% (p/v) em solucao de NaCl a 5% (p/v) (COSTA,
1982)

Esse reagente ¢ utilizado nas reagdes de caracterizagdo dos taninos. Baseia-se
na propriedade dessa classe de compostos em precipitar proteinas. O reagente foi obtido
pela dissolugdo de 2,5 g de gelatina, sob aquecimento, em 100 mL de uma solucao

aquosa de NaCl a 5%.

3.1.10 Reagente de Mayer (COSTA, 1982)
Esse reagente ¢ utilizado nas reagdes de caracterizacdo dos alcaldides por

precipitagdo.



Foram pesados 2,8 g de cloreto de mercurio ¢ 10 g de iodeto de potassio e
adicionados de 100 mL, até completa homogenizacao, sendo posteriormente filtrada.
3.1.11 Reagente de Dragendorff (COSTA, 1982)

Esse reagente ¢ utilizado nas reagdes de caracterizacdo dos alcaldides por
precipitagao.

Foram dissolvidos 8g de subnitrato de bismuto em acido nitrico a 30% (p/v).
Uma segunda solugdo foi preparada contendo 22,8 g de iodeto de potdssio em
quantidade suficiente para 100 mL de dgua destilada. A seguir a primeira solucdo foi
adicionada, pouco a pouco, a segunda. A mistura ficou em repouso por duas horas, logo

apos foi filtrada.

3.1.12 Reagente de Bouchardat (COSTA, 1982)

Esse reagente ¢ utilizado nas reagdes de caracterizagdo dos alcaldides por
precipitacao.

Foram pesados 4 g de iodeto de potassio e 2 g de iodo e adicionados de 100

mL de agua destilada, até completa homogenizagao.

3.1.13 Reagente de Hager (COSTA, 1982)
Esse reagente ¢ utilizado nas reagdes de caracterizacdo dos alcaldides por
precipitagdo.

O reagente ¢ composto por uma solucdo aquosa a 2% de acido picrico.

3.1.14 Acido Ténico a 1% (p/v) (COSTA, 1982)
Esse reagente ¢ utilizado nas reagdes de caracterizagdo dos alcaldides com
compostos a base de acidos organicos.

O reagente ¢ composto por uma solucdo aquosa a 1% de 4cido tanico.

3.1.15 Acido Ténico 0,5% (p/v) (COSTA, 1982)
Esse reagente ¢ utilizado como padrdo positivo para taninos. O reagente ¢

composto por uma solucdo aquosa a 0,5% de acido tanico.

3.1.16 Reagente de Kedde (COSTA, 1982)



Esse reagente ¢ utilizado nas reacdes relacionadas com o anel y-lactonico dos
compostos cardiotonicos. O reagente ¢ composto por uma solugdo etanolica de acido

3,5-dinitrobenzoico 1%.

3.1.17 Reagente Oxalo-Borico (COSTA, 1982)
Esse reagente ¢ utilizado nas reacdes de caracterizagdo do nucleo fundamental
dos flavonoides. O reagente ¢ composto por uma mistura de 3 mL de solucdo de acido

boérico e 1 mL de solugdo de acido oxalico (p/v).

3.2 Analise Macroscodpica

As cascas secas de Aspidosperma subincanum Mart. foram analisadas quanto
ao seu aspecto geral: forma, caracteristicas das superficies externa e interna e da sec¢ao

transversal, de acordo com Oliveira et. al (2005).

3.3 Analise Microscopica

A caracterizacdo anatdmica foi realizada através da analise de seccoes
transversais e longitudinal-radial. Para tal foram feitos cortes da casca da planta
submetida ao amolecimento prévio em solu¢do aquosa de etilenodiamina a 10% (v/v)
por 3 dias (KRAUS; ARDUIN, 1997) e coloragdes especificas pelo reagente de
Steinmetz (OLIVEIRA et al., 2005) e Etzold (ETZOLD, 1993).

3.4 Microscopia do Pé

Uma aliquota do p6 das cascas de Aspidosperma subincanum Mart., foi
colocada em uma lamina com auxilio de uma espatula. Uma gota do reagente de
Steinmetz foi adicionada e a seguir foi coberta com laminula para observagdo sob

microscopio.

3.5 Prospeccao Fitoquimica



Uma amostra de p6 de cascas de Aspidosperma subincanum Mart., foi submetida
a testes de prospecc¢do fitoquimica segundo as técnicas adaptadas de Costa (1982) e

Matos (1988), conforme descrito a seguir:

3.5.1 Heterosideos Antraquinonicos

Foi feita a extragdo com 1 g da amostra com 30 mL de alcool a 75% v/v, com
aquecimento durante 3 min. A solucdo foi filtrada a quente, através de algodao. Parte do
filtrado (10 mL) (I) foi acidificado utilizando 0,5 mL de HCI SR e aquecida a ebuli¢ao
por 2 min; parte do filtrado (10 mL) (II) foi aquecida a ebuli¢do por 2 min.

As solugdes I e II, apos arrefecimento, foram submetidas a particdo com éter
etilico. A 5 mL da fase etérea de I e II foram adicionados 4 mL de hidréxido de amonio
SR, Apds 5 minutos, o aparecimento de coloracdo rosea na fase amoniacal ¢ indicativa

da presenga de heterosideos antraquindnicos.

3.5.2 Esterdides e Triterpendides

A amostra de po (2,5 g) foi adicionada de 25 mL de mistura EtOH: H,O (1:1) e
10 mL de solu¢do de acetato de chumbo a 10%. A mistura foi submetida a ebuli¢do por
4 min. Apos arrefecimento, o volume da mistura foi completado para 25 mL e
submetido a filtracdo. Ao filtrado foram adicionados 15 mL de cloroférmio, com
agitacdo apds a adicdo do mesmo. A fase cloroféormica foi entdo separada para ser

utilizada nos ensaios seguintes.

3.5.2.1 Reaciao de Liebermann-Burchard

Uma aliquota da fracdo cloroférmica (3 mL) foi transferida para um tubo de
ensaio e submetida a evaporacdo até a secura. Ao residuo, foi adicionado 1 mL do
Reativo de Liebermann-Burchard, recém preparado. Em seguida a mistura foi
homogeneizada e deixada em repouso por 5 minutos. O aparecimento de coloracdo
verde escura ¢ indicativa da presenca de esterdides; coloragdo castanho escura ¢

indicativa da presenca de triterpenos.



3.5.2.2 Reacao para Nucleo Esteroidal

Uma aliquota da solugdo cloroféormica (3 mL) foi transferida para uma céapsula
de porcelana e submetida a evaporacdo a secura. Ao residuo resfriado, foram
adicionadas 6 gotas de H3;PO4 e a solugdo foi observada sob luz UV (365nm). A

presenga de fluorescéncia verde-amarelada ¢ indicativa de reagdo positiva.

3.5.2.3 Reacao de Keller-Kiliani

Uma aliquota da solugdo cloroférmica (5 mL) foi transferida para um tubo de
ensaio, e evaporada a secura. O residuo foi adicionado de 3 mL de acido acético glacial
e 0,1 mL de solucao de FeCls 9%. Apos dissolugdo, a solucao foi vertida lentamente em
um tubo de ensaio contendo 2 mL de H,SO4. A formagdo de cor castanha-avermelhada
na fase de contato indica reagdo positiva, assim como o desenvolvimento, na camada

acética, e de uma coloragao esverdeada.

3.5.3 Reacio de Kedde

Uma aliquota da solugdo cloroformica obtida no item 3.1.16 (6 mL) foi
transferida para um tubo de ensaio e evaporada a secura. Ao residuo foram adicionados
2 mL de mistura EtOH: H,O (1:1), 2 mL de reagente de Kedde, recém preparado, e 2L
de solugcdo de KOH 0,IM. A mistura foi deixada em repouso por 5 minutos. O
desenvolvimento de coloragdo castanha-avermelhada a vermelho violeta ¢ indicativo de

reacdo positiva para anel lactonico dos heterosideos digitalicos.

3.5.4 Flavonoides

O material botanico pulverizado (7 g) foi adicionado de 60 mL de mistura
EtOH: H,0O (7:3) e aquecido a ebuli¢do por 5 min. Em seguida, a mistura foi submetida
a filtragdo em papel umedecido com mistura EtOH: H,O (7:3). O extrato hidroalcoolico
(filtrado) foi utilizado nos ensaios seguintes.

3.5.4.1 Reacio de Shinoda



Uma aliquota do filtrado (3 mL) foi transferida para um tubo de ensaio e
adicionada de fragmentos de fita de magnésio. Em seguida foi adicionado,
cuidadosamente, 1 mL de HCl 6M. O aparecimento de coloragdo vermelha escura ¢

indicativo de teste positivo.

3.5.4.2 Reac¢ao Oxalo-bérica

O filtrado (5 mL) foi submetido a aquecimento a secura, em capsula de
porcelana. Ao residuo foram adicionados 4 mL de solug@o oxalo-bdrica, essa mistura foi
submetida a evaporagdo a secura. Ao residuo, foram adicionados 7 mL de éter etilico e
observado sob luz UV (365 nm). A presenga de fluorescéncia verde ligeiramente

amarelada ¢ indicativa de reagdo positiva.

3.5.4.3 Reac¢ao com Hidréxidos Alcalinos

Uma aliquota do filtrado (3 mL) foi transferida para um tubo de ensaio e
adicionada de 1 mL de solucdo de NaOH 20% (p/v). O aumento na intensidade da

coloracdo amarela ¢ indicativo da presenca de flavondides.

3.5.4.4 Reaciao com o AICI;

O filtrado (5 mL) foi aquecido em céapsula de porcelana até redu¢do do volume
a metade. Em seguida, a solu¢do concentrada foi utilizada para embeber um pedago de
papel de filtro. A uma parte do papel umedecido, foi adicionada solucdo de AICl; 5%
(p/v) e observado sob luz UV (365 nm). O aparecimento de fluorescéncia na regido com

adi¢ao de AlCI; indica reacdo positiva.

3.5.4.5 Reaciao com FeCl;
Uma aliquota do filtrado (3 mL) foi transferida para um tubo de ensaio e
adicionada de 2 gotas de solu¢do de FeCl; 4,5% (p/v). O aparecimento de coloragdo

escura indica reacdo positiva para fenois.



3.5.5 indice de Espuma

O material botanico (0,1 g) foi extraido por decocgdo, com 100 mL de agua
destilada, durante 5 min. Uma solu¢do de carbonato de sodio a 1% foi adicionada até a
neutralizagdo. A solucdo obtida foi filtrada por algodio e o volume foi completado para
100 mL com é4gua destilada.

Uma bateria com 10 tubos de ensaio de tamanhos e didmetros iguais foi
montada. Os tubos foram marcados com duas graduacgdes: a primeira correspondente a
10 mL e a segunda 1 cm acima desta marca. No primeiro tubo foi adicionado 1 mL de
solugdo extrativa mais 9 mL de dgua destilada. No segundo, 2 mL de solugdo extrativa e
8 mL de 4gua destilada. No terceiro, 3 mL de solugdo extrativa e 7 mL de agua
destilada, e assim por diante. No ultimo tubo foi adicionada a solugao extrativa (10 mL).
Cada tubo foi agitado por 20 segundos, e deixado em repouso por 10 min. A altura da

camada de espuma formada foi medida.

3.5.6 Taninos

O material botanico (2 g) foi extraido por infusdo utilizando 50 mL de agua
destilada. Apds filtragcdo a quente, o volume foi completado para 100 mL.

Para este teste foram utilizados 6 tubos de ensaio, contendo 5 mL da solugao
extrativa em cada um. No primeiro tubo, foram adicionadas 4-5 gotas de solu¢do de
gelatina (2,5 g de gelatina em 100 mL de solucdo de NaCl 5%). O desenvolvimento de
precipitado branco caracteristico indica teste positivo.

No segundo tubo, foram adicionadas 4-5 gotas de solucao de sulfato de quinina
1%. O desenvolvimento de precipitado branco indica teste positivo.

No terceiro tubo, foram adicionadas 4-5 gotas de solugdo alcodlica de brucina a
1%. O desenvolvimento de precipitado branco indica teste positivo.

No quarto tubo, foram adicionadas 3-5 gotas de solugdo de acetato de cobre a
10%. O desenvolvimento de precipitado indica teste positivo.

No quinto tubo, foram adicionadas 3-5 gotas de cloreto férrico a 2%. A

formacao de cor enegrecida indica teste positivo.



3.5.7 Alcaloides

Ao material botanico (2 g) foram adicionados 20 mL de solugdo de H,SO4 5%
e a mistura foi aquecida a ebulicdo por 5 minutos. A solu¢dao obtida foi submetida a
filtracdo por algoddo. Apos arrefecimento, a solucao extrativa foi distribuida em 7 tubos
de ensaio, nos quais foram adicionadas 3-9 gotas dos reativos gerais dos alcaloides, a
saber:

1- Reativo de Mayer.

2- Reativo de Dragendorft.

3- Reativo de Bouchardat.

4- Reativo de Bertrand.

5- Acido Tanico a 1%

A formacao de precipitado em todos os tubos indica teste positivo.

3.5.8 Cumarinas

Uma solugdo extrativa foi obtida com 5 g de amostra e 20 mL de agua quente.
Apo6s filtracdo, foi adicionada de 1 mL de HCI 1M, até pH 1. A solucdo acidificada foi
submetida a particdo liquido-liquido com 10 mL de éter etilico. A fase etérea foi
concentrada até metade de seu volume e a mesma foi aplicada em duas manchas sobre
um pedago de papel de filtro. Em uma das manchas foi adicionada uma gota de NaOH
IM , sendo esta observada a luz UV (365 nm), o aparecimento de fluorescéncia ¢

indicativo de presenga de cumarinas.

3.5.9 Resinas

Ao material botanico (2 g) foram adicionados 30 mL de EtOH e a mistura foi
aquecida a ebulicdo por 3 minutos. A solugdo obtida foi submetida a filtragdo por
algodao e ao filtrado foram adicionados 10 mL de agua. A presenga de turvacao indica

teste positivo.

3.5.10 Testes de Pureza



Os teores de umidade, de cinzas totais e de cinzas insoluveis em acido foram

determinados segundo a Farm. Bras. IV Parte I, 1988.

3.5.10.1 Determinacio do Teor de Umidade (perda por desseca¢io)

Cerca de 2 g da amostra foram exatamente pesados, em triplicata, em cadinhos
de porcelana previamente dessecados em estufa a 100-105°C, por 30 minutos e
resfriados em dessecador. Cada cadinho foi pesado individualmente. A amostra foi
adicionada aos cadinhos e dessecada em estufa a 100-105°C, durante 5 horas e
posteriormente resfriada em dessecador e pesada. A dessecacdo em estufa foi repetida
por 1 hora, a amostra foi deixada arrefecer em dessecador, apos o que foi realizada uma
nova medida de peso. O ensaio foi concluido, quando duas pesagens sucessivas nao
diferiram entre si significativamente (menor que 5 mg de diferenga). A porcentagem de

agua em relacdo ao material seco ao ar foi calculada.

3.5.10.2 Determinacao do Teor de Cinzas Totais

Cerca de 2 g da amostra foram exatamente pesados, em triplicata, em cadinhos
previamente calcinados em mufla a 500°C, por duas horas e resfriados em dessecador.
Cada cadinho foi pesado individualmente. As amostras foram carbonizadas em um
fogareiro e transferidas para a mufla, que foi entdo programada para aquecimento a

450°C. Ap6s 5 horas, os cadinhos foram resfriados e pesados.

3.5.10.3 Determinacao de Cinzas Sulfiricas

Ao residuo obtido na determinacdo de cinzas totais foram adicionados 25 mL
de acido cloridrico (70 g/L) SR em cadinho coberto com vidro de reldégio. A seguir o
vidro de reldgio foi lavado com 5 mL de agua quente, e a dgua de lavagem foi
adicionada ao cadinho. O residuo insoluvel foi entdo recolhido em acido sobre o papel
de filtro isento de cinzas e lavado com 4gua quente até a obtengdo de um filtrado neutro.
A seguir o papel de filtro contendo o residuo foi transferido para o cadinho original,
secado em chapa aquecedora, sofrendo posterior incineragdo a 500 °C até peso

constante.



4. Ensaios Bioldgicos

4.1 Animais

Foram utilizados 58 ratos machos da linhagem Wistar (Rattus norvergicus),
adultos ndo-isogénicos, provenientes de colonias mantidas pelo Biotério central da
UFG. Os grupos foram formados aleatoriamente com a diferenga de peso entre os
animais nao ultrapassando 20%.

Os animais foram mantidos no biotério do Nucleo de Estudos e Pesquisas
Toéxico-Farmacologicas da Universidade Federal de Goias (NEPET), com um sistema
de barreiras de modo a garantir as condi¢cdes sanitdrias adequadas para estudo
toxicoldgico, na temperatura ambiente de 26 °C; umidade relativa do ar entre 50 — 70%;
com o ciclo claro-escuro de 12 horas. Os animais foram tratados com racdao Nuvilab e
agua tratada, fornecidas ad libitum. O manuseio dos animais foi feito utilizando-se

vestimenta composta de luvas, avental e mascara.

4.2 Farmacos/Reagentes

- Extrato etanolico de Aspidosperma subincanum (EEAS), obtido de acordo
com o item 2.

- Solucao salina, recém-preparada (0,9 g de NaCl em 99,1 mL de agua
destilada).

- Dimetilsulféxido (DMSO) PA, marca Sinth.

4.3 Toxicidade Aguda

Para a avaliacdo da toxicidade aguda de EEAS foi utilizada a metodologia
descrita nas diretrizes da Organisation for Economic Cooperation and Development
(OECD, 1996), (Figura 44 e 45) e as diretrizes da Portaria 116/96 do Ministério da
Saude (BRASIL, 1996).

Todo o procedimento atendeu as exigéncias da RDC 48 de 16 de marco de

2004 da ANVISA/MS (BRASIL, 2004).
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FIGURA 44 — Procedimento para o teste de classificagdao de toxicidade iniciando com dose de 2000 mg/kg (OECD Guia 423)
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FIGURA 45 — Procedimento para o teste de classificagdo de toxicidade iniciando com dose de 5000 mg/kg (OECD Guia 423)



O teste de toxicidade aguda pelo método de classes (com a dose de 2000
mg/kg) inicia-se com a administracdo da dose de 2000 mg/kg a trés animais. Caso
houvesse a morte de 0-1 animal ha duas op¢des: a amostra ndo seria considerada toxica
ou entraria na classe 5, cuja DLs, varia até 5000 mg/kg sendo maior que 2000 mg/kg. A
morte de 2 ou 3 animais implicaria na administragao de uma dose de 300 mg/kg.

Dose 300 mg/kg: A morte de 0-1 animal indica classe 4 (300 mg/kg <DLsy <
2000 mg/kg). Se houver morte de 2 a 3 animais, administra-se a dose de 50 mg/kg.

Dose 50 mg/kg: A morte de 0-1 animal indica a classe 3 (50 mg/kg <DLsy <
300 mg/kg). Se houver a morte de 2 a 3 animais, administra-se a dose de 5 mg/kg .

Dose 5 mg/kg: A morte de 0-1 animal indica a classe 2 (5 mg/kg < DLso < 50
mg/kg). Se houver a morte do 2 ou 3 animais, indica a classe 1 (DLsp <5 mg/kg) o que
a caracteriza como altamente toxica.

A verificacdo da classificagao da toxicidade para dose de 5000 mg/kg ¢ feita
seguindo o protocolo descrito na Figura 2. A morte de 0-1 animal, caracteriza a amostra
como classe 5 (2000 mg/kg < DLsp < 5000 mg/kg). A morte de 2 a 3 animais exige
administracao de uma dose de 2000 mg/kg.

Dose 2000 mg/kg: A morte de 0-1 animal indica classe 5 (DLso por volta de
2500 mg/kg). Se houver morte de 2 a 3 animais, administra-se a dose de 300 mg/kg.

Dose 300 mg/kg: A morte de 0-1 animal indica classe 4 (500 mg/kg < DLsp <
2000 mg/kg). Se houver a morte de 2 a 3 animais, ¢ administrada a dose de 50 mg/kg.

Dose 50 mg/kg: A morte de 0-1 animal indica a classe 3 (50 mg/kg <DLs, <
300 mg/kg. Se houver morte de 2 ou 3 animais, administra-se a dose de 5 mg/kg.

Dose 5 mg/kg: Essa ¢ a menor dose e caso haja a morte de 0-1 animal, indica a
classe 2 (5 mg/kg <DLsy <50 mg/kg).

A presenca de mais de uma morte nesta dosagem acusa uma alta toxicidade da

substancia classificada como classe 1; portando uma DLsy <5 mg/kg.

4.3.1 Teste de Toxicidade Aguda

Tendo em vista a metodologia supracitada e considerando a Portaria 116/96 do
Ministério da Satde (BRASIL, 1996) que concede uma liberdade de escolha na
utilizagdo das doses a serem administradas, os animais foram divididos em seis grupos

de exposi¢do (n= 3) e foram determinadas seis doses suficientemente espacadas, a fim



de serem observadas as diferencas de gradacao dos efeitos toxicos. O
espagamento das doses correspondeu a 50%, o que na pratica correspondeu a uma
chance muito remota de que uma determinada dose matasse um animal e sua dose
subseqiiente falhasse em fazé-lo.

O extrato etandlico bruto EEAS foi solubilizado em uma mistura de solugao
salina e DMSO e administrado via intraperitoneal (i.p.), conforme Tabela 2, em grupos
de 3 ratos (n=3). Para solubilizar o extrato utilizou-se solu¢do salina a 0,9% e
dimetilsulfoxido (DMSO) numa concentra¢do de no maximo 5% da solugao.

Apo6s a administragdo de EEAS, os animais foram observados continuamente
por 3 horas e em seguida, observados a cada hora durante 24 horas para verificagdo de
qualquer alteragdo no comportamento geral ou de atividades fisiologicas.

Os animais foram avaliados pelo método de screening hipocratico o qual
verifica os efeitos produzidos por uma substancia/extrato desconhecida sobre: estado de
consciéncia, disposi¢do, atividade e coordenagdo do sistema motor e tonus muscular,
atividade do sistema nervoso central e autbnomo do animal.

Seguindo o protocolo da OEDC (1996) e Portaria 116/96 do Ministério da
Satde (BRASIL,1996), quatro grupos de animais (n=3), foram tratados com as doses
de: 500 mg/kg, 1000mg/kg, 2000 mg/kg, 3000 mg/kg e 5000 mg/kg de solucao de
EEAS, via intraperitoneal e 5000 mg/kg per os (TABELA 2).

TABELA 2 — Protocolo de diluigdo e administragdo de EEAS em ratos para
determinagdo da toxicidade aguda

Dose Peso médio (g) EEAS Salina (mL) DMSO Administrado
mg/kg dos ratos. (mg) (mL) (mL)*

500 i.p 144 22 1,9 0,1 0,4

1000 i.p 144 44 1,9 0,1 0,4

2000 i.p 145 90 1,9 0,1 0,4

3000 i.p 145 135 1,9 0,1 0,4

5000 i.p 136 180 3.8 0,2 0,4

5000 p.o. 147,3 236,5 7,6 0,4 0,4

EEAS: Extrato etanolico de Aspidosperma subincanum.
* Os valores representam o calculo do volume de EEAS diluido a ser administrado em fun¢do da média
do peso corporal dos camundongos.



4.4 Toxicidade Subaguda

Para a avaliag@o da toxicidade subaguda de EEAS foi utilizada a metodologia
descrita no Guia 407 das diretrizes da Organisation for Economic Cooperation and
Development (OECD, 1999) e as diretrizes da Portaria 116/96 do Ministério da Satude
(BRASIL, 1996).

Todo o procedimento experimental aqui utilizado atendeu as exigéncias da
RDC 48 de 16 de margo de 2004 da ANVISA/MS (BRASIL, 2004).

Este estudo foi realizado com o fim de obter informacdes sobre as propriedades
toxicas de Aspidosperma subincanum Mart., acerca dos riscos potenciais para a saude,
resultantes da administracdo de doses repetidas e diarias do EEAS por um periodo de 30
dias.

Todos os animais foram acomodados em gaiolas semi-metabolicas,
permanecendo por um periodo de 7 dias para a aclimatagdo as condi¢des do laboratorio
e familiarizacdo com as gaiolas.

Os ensaios de toxicidade foram realizados em concordancia com as normas de
bioética aplicada a animais de experimentagao preconizadas pelo Colégio Brasileiro de

Experimentacdo Animal (COBEA), visando reduzir sofrimento e nimero de animais.

4.4.1 Tratamento dos animais

Previamente ao inicio do tratamento dos animais com o EEAS e/ou veiculo,
todos foram pesados para determinacdo da dose, e por todo o periodo da realizacdo do
ensaio, semanalmente, para possiveis reajustes nas doses (TABELA 4).

Os animais foram tratados via gavagem, com EEAS atentando-se para que o
volume maximo administrado ndo ultrapassasse 1 mL/100g (10 mL/kg) de massa
corpdrea dos animais.

Os animais foram divididos aleatoriamente em 5 grupos de exposi¢do (n=8),
para cada nivel de dose, sendo 1 grupo controle, 1 grupo satélite o qual foi tratado com
a dose mais alta e os demais grupos para as doses de 125 mg/kg, 250 mg/kg e 500
mg/kg de EEAS, ressuspenso em solucdo salina e DMSO. O nivel de dose foi
estabelecido em trés doses suficientemente espacadas para mostrar diferencas na

gradacdo dos efeitos toxicos.



Um grupo controle (n=8), foi tratado com solugdo salina, recém preparada,
conforme item 4.2 ¢ DMSO em volume idéntico ao do extrato aplicado aos demais
animais.

Findo o periodo de tratamento, no trigésimo primeiro dia, com excegdo
daqueles do grupo satélite, os animais foram submetidos a um jejum de 12 horas e
anestesiados com uma solugdo de xilazina e cetamina de no maximo 0,10 mL/100g de
massa corpdrea, na proporcdo de 8,75 mL de cetamina e 1,25 mL de xilazina,
submetidos a pun¢do cardiaca para a coleta de sangue e posterior realizagdo de exames
hematoldgicos e bioquimicos. Para os exames bioquimicos da urina, neste dia também
foi coletada a urina. Em seguida os animais foram mortos por deslocamento cervical,
sendo feita a seguir a avaliagdo macroscopica das visceras e coleta de material para
exame histopatologico.

O grupo satélite foi cuidadosamente observado, por um periodo adicional de 30
dias sem a administracdo do EEAS, a fim de se analisar o carater reversivel ¢ a
persisténcia ou aparecimento de diferentes efeitos toxicos, apos a tltima administracao
do periodo de tratamento. Todos os animais deste grupo ao final do periodo de
observagado, no trigésimo primeiro dia, foram anestesiados, tiveram o sangue coletado
para exames hamatoldgicos e bioquimicos e posteriormente foram mortos por
deslocamento cervical, sendo feita a seguir a analise macroscopica externa das visceras

e posterior analise histopatoldgica.

4.4.2 Observacoes realizadas

Durante o experimento foram realizadas observagdes sistemdticas sobre o
comportamento dos animais e screening hipocratico, a saber: atividade geral, frémito
vocal, irritabilidade, resposta ao toque, resposta ao aperto da cauda, contor¢do, posicao
trem posterior, reflexo endireitamento, tonus do corpo, forca para agarrar, ataxia,
reflexo auricular, reflexo corneal, tremores, convulsdes, straub, hipnose, anestesia,
lacrimacdo, ptosis, mic¢do, defecagdo, piloerecdo, hipotermia, respiracdo, cianose,
hiperemia, morte. Também foi observada a ocorréncia de alteracdes da pele, pélos,
mucosas ¢ olhos, diariamente, apds a administragdo do EEAS.

Foram mensurados ainda: evolugdo ponderal, consumo de dgua e registro de letalidade.



4.4.3 Exames Laboratoriais

4.4.3.1 Exames hematolégicos e bioquimicos

Para a execu¢ao destes exames foram coletados de cada animal, amostras de
sangue até a exaustdo, por puncdo cardiaca, aproximadamente 5 mL de sangue usando
para tal uma seringa de 10 mL. Parte do sangue foi transferida para um tubo contendo 2
gotas de anticoagulante universal, o acido etilenodiaminotetracético (EDTA), a fim de
serem realizados os exames hematologicos; outra parte foi transferida para um tubo
seco, para as analises bioquimicas. Para a contagem diferencial de leucocitos e
verificacdo das plaquetas foi feito um esfregaco sangiiineo, antes da adi¢gdo de EDTA.
Os exames hematologicos realizados foram: contagem total de hemadcias, contagem total
e diferencial de leucocitos, contagem total de plaquetas, concentracao de hemoglobina e
hematdcrito, sendo calculados os seguintes indices hematologicos: VCM (Volume
Corpuscular Médio), HCM (Hemoglobina Corpuscular Média), MCHC (Concentragdo
de Hemoglobina Corpuscular Média).

Os exames bioquimicos realizados foram: proteinas totais, albumina,
bilirrubina, glicose, L-alanina-aminotransferase - ALT (TGP), L-aspartato-
aminotransferase - AST (TGO), uréia, creatinina, colesterol, triglicérides e fosfatase
alcalina - ALP, sédio, potassio, calcio, creatina fosfoquinase (CPK), alfa-amilase.

Os exames de bioquimicos de urina realizados foram: pH, urubilinogénio, bilirrubina,
glicose, cetonas. proteinas, sangue oculto, além de creatinina, 4cido Urico e uréia.
Os exames foram realizados em Laboratorio de Analises Clinicas terceirizado, de

acordo com a metodologia e equipamentos citados na Tabela 8.



TABELA 8 — Metodologia e equipamentos utilizados na realizagdo dos exames

laboratoriais.
Exame Metodologia Mareca kit Equipamento Marca
Equipamento
Glicose Enzimatica Katal Autolab Boehringer
mannheim
Uréia UV-cinético Laborclin Autolab Boehringer
mannheim
Creatinina Cinética Labtest Autolab Boehringer
mannheim
TGP UV-cinético Laborclin Autolab Boehringer
mannheim
TGP UV-cinético Laborclin Autolab Boehringer
mannheim
Gama — GT UV-cinético Laborclin Autolab Boehringer
mannheim
Fosfatase UV-cinético Bioclin Autolab Boehringer
Alcalina mannheim
Proteinas totais | Biureto Bioclin Autolab Boehringer
mannheim
Albumina Verde de Katal Autolab Boehringer
Bromocresol mannheim
Colesterol Enzimatico Bioclin Autolab Boehringer
mannheim
Triglicérides Enzimatico Bioclin Autolab Boehringer
mannheim
Hemograma Automatizada |ABX ABX Micros 60 | ABX
Diagnostics
EAS Tira reagente 10 areas e Biobras

sedimentoscopia

4.4.4 Exames Histopatoldogicos

4.4.4.1 Processamento do material para microscopia de luz:

Ap6s a morte dos animais, foram coletados fragmentos de pulmdes, figado,

baco, cérebro, intestino, estdmago, rins e coracdo. As amostras foram fixadas por

imersdo durante duas a trés horas em paraformaldeido. Apos a fixa¢do, o material foi

colocado para desidratagdo em banhos de concentragdes crescentes de alcool etilico

(70%, 80%, 90% e trés vezes 100%) durante uma hora para cada banho. Em seguida foi

submetido a uma mistura de alcool-xilol (1:1) por uma hora, diafanizado em trés banhos




de xilol de 40 minutos cada e posteriormente incluido em trés banhos de parafina de
uma hora cada. As amostras foram entdo emblocadas individualmente em parafina
usando-se barras de Leuckhart. Os blocos foram cortados com espessura de cinco
micrometros em microtomo Spencer ‘820’ e os cortes colocados em estufa, por 24
horas, para que aderissem as laminas. Para coloracido HE (hematoxilina/Eosina) as
laminas foram colocadas em uma seqiiéncia de banhos, de um minuto cada, em: xilol
puro (trés vezes), alcool/xilol (1:1), alcool etilico 100%, 90%, 80% e 70%,
Hematoxilina, dgua corrente, Eosina, alcool 70%, 80%, 90%, alcool/xilol (1:1), xilol
puro (trés vezes) e montadas em meio Béalsamo do Canadé e laminula. Posteriormente
as laminas foram analisadas e fotomicrografadas.

Neste estudo de toxicidade de doses repetidas, os tecidos de todos os animais
sdo guardados em blocos de parafina e em laminas, por pelo menos 5 anos a partir do

término dos experimentos.

5. Analises Estatisticas

Os resultados numéricos foram expressos como média + erro padrao da média
(e.p.m.) e foram organizados e resumidos na forma de tabelas e graficos. Para as
variaveis consideradas dentro da distribui¢cdo normal, foi utilizada a analise de variancia
(ANOVA) para verificar diferencas significativas entre os grupos. As analises foram
feitas com auxilio do programa GraphPad Prism 4.0. Nos casos em que foram
detectadas diferencas significativas entre os grupos, foi utilizado o teste de contraste de
Tukey. Para todos os grupos foram considerados estatisticamente significativos quando

P <0,05.
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CAPITULO 3: RESULTADOS E DISCUSSAO

Embora no Brasil existam normas e legislacdo para garantir a seguranga e
qualidade dos fitoterapicos, a planta medicinal comercializada por raizeiros, em feiras,
ervanarios, € outros locais pouco apropriados, nao estdo sujeitas a esse controle. Além
disso, para muitas das plantas utilizadas popularmente, ndo ha registros facilmente
disponiveis, de suas caracteristicas macroscopicas, de marcadores quimicos. Dessa
forma, informagdes que possam fornecer subsidios para a correta identificagdo e
garantia dos trés principios fundamentais para um medicamento — qualidade, eficacia e
seguranga — sdo necessarias, principalmente para aquelas espécies que t€ém uso mais
evidente no Brasil e/ou América Latina, que em outros paises nos quais o controle da

utilizagdo de material botanico como medicinal é mais rigido.

1. Perfil Farmacognostico

1.1 Analise macroscépica da casca

A avaliagdo macroscopica das cascas significa, em linhas gerais, observar os
aspectos macroscopicos internos e externos que possam ser utilizados como pontos
marcantes para a identificacdo e determinacao da pureza da droga vegetal.

As cascas secas de Aspidosperma subincanum Mart. apresentaram-se em
pedagos de tamanhos variados, enroladas no sentido transversal, as vezes canaletadas. A
superficie externa apresentou suber de cor parda com lenticelas que se destacaram, com
fissuras no sentido longitudinal e transversal. Quando o stiber foi removido, a superficie
externa apresentou coloracdo amarela esverdeada constituindo uma casca mondada. A
superficie interna apresentou cor clara com tons amarelados, a fratura apresentou-se
externamente granulosa e internamente fibrosa. A sec¢do transversal apresentou
coloragdo clara com tons amarelados na regido mais interna.

Os aspectos observados foram compativeis com aqueles esperados para

Aspidosperma subincanum Mart. de acordo com Gomes (1997).



1.2 Analise microscopica da casca

A analise microscopica de cascas, da mesma forma que a andlise
macroscopica, serve como parametro nos processos de identificagdo de espécies e pode
ser fundamental na identificacdo de adulterantes. Assim, em uma casca completa, em
seccdo transversal, ¢ possivel observar regides distintas e caracteristicas, onde sdo
considerados o nimero de camadas, formatos das células, tipos de células e inclusdes
citoplasmaticas, que em alguns casos sdo especificas de determinadas espécies.

As seccOes transversais ¢ longitudinais das cascas de Aspidosperma
subincanum Mart. em corante de Etzold mostraram as seguintes caracteristicas: o suber
em varias camadas de células achatadas, que se apresentaram coradas em marrom
(FIGURA 46A, Su), e uma regido cortical proxima a ele (logo abaixo do feloderma)
apresentando uma camada constituida quase completamente por células pétreas
(FIGURA 46A, Cpe). A regido cortical possui fibras gelatinosas de parede ndo
lignificada (FIGURA 46B, Fg e FIGURA 48A, Fg). O parénquima cortical apresentou
grupamentos de células pétreas/esclereides (FIGURA 46B, Esc), células
parenquimaticas ricas em cristais prismaticos e graos de amido isolados ou agrupados e
ainda a presenca de canais secretores (FIGURA 46C, Ga e Cs). A regido floematica
possui raios unisseriados, graos de amido isolados ou agrupados nas células
parenquimaticas e fibras lignificadas alongadas envoltas por bainhas cristaliferas
(FIGURA 46D, Fl e Rp e FIGURA 48B, FI).

Os cortes transversais e longitudinais radiais em corante de Steinmetz
apresentaram: o suber, as esclereides do parénquima cortical e algumas fibras maiores
foram coradas em dourado (FIGURA 47A ¢ B). A regido floematica apresentou fibras
lignificadas e gotas de material lipidico (FIGURA 47B, Gl, Fl). O reagente evidenciou a
presenca de canais secretores contendo material lipidico (FIGURA 47C, Cs e Gl).

Na microscopia do po6 da casca do Aspidosperma subincanum Mart. (FIGURA
49), foi observada a presenca de fragmentos de fibras lignificadas envolvidas por bainha
cristalifera, de cristais prismaticos (FIGURA 49A, Fl e FIGURA 49E, Cpr), de
fragmentos de fibras gelatinosas, poucas células pétreas e graos de amido pequenos,

esféricos e isolados (FIGURA 49B, Fg; 49C, Cpe; 49D, Ga).
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FIGURA 46 — Seccao transversal da casca de Aspidosperma subincanum submetidas
ao reagente de Etzold. A — Regido de suber e parénquima cortical. B e
C — regido de parénquima cortical. D — Regido floematica. Su — suber,
Cpe — células pétreas, Cpr — cristais prismaticos, Fg — fibras
gelatinosas, Fl — fibras lignificadas, Esc. — esclereides, Cs — canal
secretor, Rp — raios parenquimaticos , Ga — graos de amido.
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FIGURA 47 — Secgoes transversal e longitudinal radial da casca de Aspidosperma
subincanum submetidas ao reagente de Steinmetz. A — Seccdo
transversal da regido cortical mostrando a presenga de canal secretor
(Cs) com material lipidico. B - Seccdo transversal da regido
floematica. C — Sec¢ao longitudinal radial da regido cortical. Cs —
canal secretor, Gl — gota de material lipidico, FI — fibra lignificada.
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FIGURA 48 — Secgoes longitudinais radiais da casca de Aspidosperma subincanum
submetidas ao reagente de Etzold. A — Regido de parénquima cortical.
B — Regido floematica Fg — fibra gelatinosa, F1 — fibra lignificada.
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FIGURA 49 — Microscopia do p6 da casca de Aspidosperma subincanum submetido ao
reagente de Steinmetz. F1 — fibra lignificada envolvida por bainha
cristalifera, Fg — fibra gelatinosa, Cpe — célula pétrea, Ga — grios de
amido, Cpr — cristal prismatico.



1.3 Prospeccio fitoquimica

Os processos de prospeccdo fitoquimica sdo de extrema importancia pois
permitem identificar qual ou quais classes de metabolitos secundarios e/ou principios
ativos estdo presentes em dada amostra vegetal e, a partir dai, orientar a extragdo e/ou
fracionamento dos extratos para o isolamento dos compostos de maior interesse. Muitas
substancias, quando tratadas por determinados reativos, apresentam reacdes de
coloracdo e/ou de precipitagdo caracteristicas, que permitem a identificagdo das
amostras que as contém.

Além disso, algumas espécies possuem substincias que sdao caracteristicas;
assim, sua presen¢a ou ndo na amostra, permite averiguar a identidade daquele material
vegetal.

Através dos testes de prospec¢do fitoquimica os seguintes resultados foram
obtidos (TABELA 3):

TABELA 3 — Prospec¢do fitoquimica a partir do p6 da casca de Aspidosperma
subincanum Mart.

Classes Reacoes Resultados*

Heterosideos antracénicos Borntraeger -
Esterodides e Triterpenoides Liebermann-Burchard +

Keller-Kiliani -
Heterosideos cardiotonicos Kedde -
Compostos fenolicos FeCls -

AlCl; -
Flavonoides Shinoda Oxalo-borica -
Saponinas indice de espuma +
Taninos Gelatina +
Alcalodides Dragendorff +

Sais metalicos +
Cumarinas NaOH +
Resinas Turvagdo do Ext. alcoolico pela .

adicdo de agua.

* 1 (-) auséncia ; (+) presenca



1.4 Testes de pureza

1.4.1 Determinacao do teor de umidade

O excesso de umidade em amostras vegetais favorece a acao enzimatica e pode levar ao
desenvolvimento de fungos e bactérias, e, conseqiientemente, a deterioracdo da amostra e
degradagdo das substancias quimicas presentes (SIMOES et al., 2003).

Os métodos empregados atualmente descritos pela Farmacopéia Brasileira IV Edigao,
Parte 1 (1988) sdo: gravimétrico (perda por dessecacdo), azeotropico (destilagdo com tolueno) e
volumétrico (Karl Fischer), sendo que o primeiro ¢ mais simples e rapido e € preconizado por
outras Farmacopéias, como a Alema e a Britanica, e pela OMS. Sua limita¢do reside em nao ser
adequado para amostras vegetais contendo substancias volateis (SIMOES et al., 2003).

O objetivo deste teste ¢ de estabelecer se as condi¢des de conservagdo e armazenamento
do material vegetal foram adequadas. A dgua residual de matéria prima vegetal esta diretamente
relacionada com o armazenamento correto. Um teor elevado de umidade constitui-se em
ambiente favoravel a proliferacdo de microorganismos e para a degradagdo de seus constituintes
micromoleculares. A Farmacopéia Brasileira IV Edi¢ao, 2000 especifica que a faixa adequada de
teor de umidade para conservacao de varios 0rgaos vegetais ocorre de 8 a 14%.

Nas condi¢des de andlise, a amostra do p6d de Aspidosperma subincanum Mart.

apresentou teor de umidade de 8,9%, estando assim dentro da conformidade.

1.4.2 Determinacao do teor de cinzas totais

A determinagdo de cinzas totais visa determinar a quantidade de material inorganico
ndo volatil presente na amostra, através de um processo de incineragdo determinado. Essa analise
permite a verificagao de adulteragdo da amostra, através da observagao da quantidade de material
inorginico na mesma, apds a calcinagdo. As cinzas totais incluem aquelas derivadas de tecido
vegetal (cinzas fisiologicas) e derivadas de materiais estranhos, especialmente areia e terra
aderente a superficie da droga (cinzas nao fisiologicas) (FARM. BRAS. 1V, 2000).

O resultado obtido para a amostra de cascas Aspidosperma subincanum Mart. foi de
9,35% de cinzas totais. Considerando que, na revisdo bibliografica realizada ndo foi encontrado
os valores de cinzas totais para Aspidosperma subincanum Mart., esse dado pode fornecer

subsidio no controle de qualidade dessa matéria prima vegetal.



1.4.3 Determinac¢ao do teor de cinzas insoluveis

As cinzas insoluveis em 4cido compreendem o residuo obtido no aquecimento, a
ebulicdo, de cinzas totais ou sulfatadas com écido cloridrico diluido, apos filtragem, lavagem e
incineragao. O método destina-se a determinagdo de silica e seus derivados no material vegetal
(FARM. BRAS. 1V, 2000).

O resultados obtidos para a amostra de cascas de Aspidosperma subincanum Mart. foi

de 0,48%.

2. Avaliacio da toxicidade de EEAS

2.1 Toxicidade aguda

O protocolo utilizado ¢ um procedimento em etapas no qual sdo utilizados 3 animais de
um mesmo sexo em cada uma. Dependendo da mortalidade ou da condi¢do de quase-morte dos
animais, 2 a 4 etapas podem ser necessarias para permitir uma correta avaliagdo da toxicidade
aguda da amostra testada. Esse protocolo utiliza uma pequena quantidade de animais, tem sido
extensivamente validado, desde sua ado¢ao em 1996.

Nas condi¢des do experimento, nenhuma das doses de EEAS administradas por via
intraperitoneal (500 mg/kg, 1000 mg/kg e 2000 mg/kg), promoveu o o6bito de qualquer dos
individuos. Os animais também nao apresentaram diferencas significativas de comportamento
quando avaliados pelo método de screening hipocratico, mantendo consciéncia, estados de
sedacdo/alerta, tonus muscular e coordenacdo motora semelhantes aqueles anteriores ao
tratamento.

Considerando que EEAS ndo apresentou toxicidade nas doses avaliadas, e em
conformidade com o protocolo da OECD (1996), uma segunda avaliacdo de toxicidade foi
realizada, com uma dose 50% superior aquela anteriormente utilizada (3000 mg/kg), pela mesma
via de administra¢do (i.p.). Adicionalmente, uma dose 2,5 vezes superior a maior utilizada no
teste anterior (5000 mg/kg) foi administrada a outro grupo de animais, via oral. Durante todo o
experimento ndo foi constatado obito.

De acordo com o Guia 423 (OECD, 1996), em um ensaio de toxicidade no qual ndo
ocorra 6bito de mais que um animal ao ser administrada a dose de 2000 mg/kg, o valor da DLs,
(dose suficiente para matar 50% dos animais) pode ser estimado como sendo maior que 2000

mg/kg de massa corporea.



Nesse mesmo protocolo ¢ considerada praticamente atdxica a amostra que apresente um
valor de DLsp acima de 2000 mg/kg ou entre 2000 e 5000 mg/kg. O mesmo documento ndo
aconselha a realizac¢do do teste de toxicidade aguda utilizando a dose de 5000 mg/kg, como uma
forma de protecdo a vida do animal e por dificuldades técnicas de solubiliza¢ao e administragao,
a ndo ser que tal teste seja necessario em um estudo para garantir a qualidade da saide humana
(OECD, 1999). Portanto, considerando os pardmetros da OECD, o EEAS mostrou-se
praticamente atdxico neste teste.

Litchfield e Wilcoxon (1949) propuseram que a DLsj seja determinada quando a dose
letal aproximada (DLA) for inferior a 2000 mg/kg. No teste realizado foi observado que nem
mesmo a dose de 5000 mg/kg provocou algum dano. Dessa forma, ndo foi possivel a
determinagdo de DLs, para o EEAS.

Acredita-se que a resposta dos animais frente a administragdo por gavagem possa nao
ser a mesma daquela observada quando utilizada a via intraperitoneal, devido as diferencas
existentes entre os perfis de absor¢ao estomacal e intestinal (pH, superficie de absorcao,
motilidade intestinal, irrigacdo sanguinea). Por esse motivo, o teste de toxicidade aguda foi
realizado utilizando as duas vias de administracao.

Nas condi¢des dos experimentos ndo houve diferencas de comportamento dos animais
testados, quando esses foram avaliados através da aplicagdo de screeming hipocratico. E,
considerando as condi¢des experimentais, 0 EEAS ¢é praticamente atoxico em exposi¢ao aguda a

altas doses.

2.2 Toxicidade subaguda

Os sinais de intoxicagao sistémica sdo avaliados a partir da redu¢do na massa corporal
dos animais experimentais, na redu¢do no consumo de dgua e ragao, alteragdes comportamentais,
apatia, e outros que podem sinalizar, por exemplo, injaria hepatica (RAUBERT et al., 2006;
JAHN; GUNZEL, 1997).

Os resultados mostraram que a administracdo oral de EEAS (125, 250 e 500 mg/kg) por
gavagem, por 30 dias, de forma geral, ndo produziu efeitos toxicos em ratos Wistar adultos
machos, uma vez que durante o tratamento, nenhum sinal clinico visivel de toxicidade foi
detectado.

Durante o periodo do experimento o peso corporal e dgua, foram anotados
semanalmente e os animais foram observados para detec¢do de qualquer alteracao

comportamental.



Na analise de evolucdo ponderal (TABELA 4 ¢ FUGURA 54), pode ser observado que
o EEAS administrado por via oral ndo alterou de forma significativa o ganho de massa corporal,
no entanto existiu uma tendéncia de reducao de peso ao longo do experimento, provavelmente
pelo produto administrado, j& que no grupo controle foi administrado apenas veiculo. Além

disso, nao houve alteragdes significativas no consumo de agua e ragao.

TABELA 4 - Efeito EEAS 125, 250 e 500 mg/kg administrado por via oral sobre peso dos ratos
Wistar adultos tratados por 30 dias consecutivos. (p.o.; n = 8)

Controle G2 G3 G4 Satélite
Aclimatagdo 293,8+22 27142,5 281£1,9 252+3,1 228+11,7
Semana 1 305,0+14,6 *280+4,8 294+3 4 *261+2,6 *240+6,0
Semana 2 321,147,1 #280+12,1 305+3,1 *260+2,8 *248+10,2
Semana 3 298,3+8.9 283+68,3 296+16,4 258+4,9 #238+16,5
Semana 4 322,3+8,2 *#285+6,9 307+4,3 *267+4,0 *265+10,4
Ultimo dia 315,4+7,6 #289+6,2 302+3.0 *271+4,7 -

Grupo 1 (Controle)= Sem tratamento; Grupo 2 = 125 mg/kg; Grupo 3 =250 mg/kg; Grupo 4 = 500 mg/kg; Grupo 5
(Satélite)= 500 mg/kg, mantidos por um periodo adicional de 30 dias, sem tratamento, apds a finalizagdo do periodo
de tratamento subagudo com o EEAS. * Estatisticamente diferentes do grupo controle (ANOVA seguido de Teste
Tukey, p<0,05
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FIGURA 54 - Efeito EEAS 125, 250 e 500 mg/kg administrado por via oral sobre peso dos ratos Wistar adultos
tratados por 30 dias consecutivos. (p.o.; n = 8). Grupo 1 (Controle)= Sem tratamento; Grupo 2 = 125 mg/kg; Grupo
3 = 250 mg/kg; Grupo 4 = 500 mg/kg; Grupo 5 (Satélite)= 500 mg/kg, mantidos por um periodo adicional de 30
dias, sem tratamento, apds a finalizagcdo do periodo de tratamento subagudo com o EEAS. * Estatisticamente
diferentes do grupo controle (ANOVA seguido de Teste Tukey, p<0,05



2.2.1 Analise laboratorial

Outros sinais de toxicidade podem ser expressos por alteragdes bioquimicas do sangue e

urina, como mostram os resultados abaixo.

2.2.1.1 Analise dos parametros bioquimicos e celulares da urina

A avaliagdo da nefrotoxicidade induzida quimicamente deve incluir a anélise de urina, a
serologia bioquimica e a histopatologia, para fornecer um perfil razoavel dos efeitos funcionais e
morfologicos de um composto sobre o rim (KLAASSEN; WATIKINS, 2001). A analise da urina
fornece uma avaliagdo relativamente facil e ndo invasiva da integridade da fun¢do renal,
fornecendo alguns elementos sobre a natureza da agressao renal.

A urina dos ratos de todos os grupos apresentou-se com aparéncia considerada dentro da
normalidade: cor amarela citrino, sem variacdo de valores de pH e densidade entre os grupos. A
presenca de nitritos, glicose, corpos cetdnicos, urobilinoglobulina, bilirrubina e cristais
permaneceu dentro dos valores normais em todos os grupos. Nao foi encontrada hemoglobina
nas amostras dos grupos tratados. Contudo, no grupo controle esteve presente em 5 animais.

A TABELA 5 e a FIGURA 50 apresentam a variagdo nos parametros bioquimicos da

urina.

TABELA 5 — Efeito de EEAS (125, 250 ¢ 500 mg/kg) administrado por via oral sobre os
parametros bioquimicos da urina (X£DP) em ratos Wistar adultos tratados por 30
dias consecutivos. (p.o.; n = 8)

Grupo N  Densidade pH Proteina Cels epiteliais Pidcitos Hemaceas
(mg/L) (g/dL) (%) (%) (%)
Grupo 1 8 1010,7£3,45 7,440,376 147,14+157 5143+2853,56 6714+4347 13857+8802
Grupo 2 5 1016£8,215  7,1£0,65 340219 23600£8385 4600£2073,6 25400+8876,9
Grupo 3 4 1010£7,07  7,5+0,288 382,5+235 19750+18661 9750+974,5 13250+£11814,5

Grupo 4 7 1006,4243,7 7,540,288 428,57+188,98% 2728,6+15217*  16000£15000%  20000+17204,65

Grupo 1 (Controle)= Sem tratamento; Grupo 2 = 125 mg/kg; Grupo 3 =250 mg/kg; Grupo 4 = 500 mg/kg.
*Estatisticamente diferentes do grupo controle (ANOVA seguido de Teste Tukey, p<0,05)

As andlises do nimero de células presentes nas amostras de urina mostraram diferencas

significativas entre o Controle e o grupo 4 nos pardmetros piocitos, células epiteliais e proteinas,



sendo que os valores maiores foram para o grupo 4 (recebendo EEAS 500 mg/kg)
(FIGURA 50 e TABELA 5).

Alteragdes no numero de pidcitos presentes, mais especificamente seu aumento,
sinalizam a ocorréncia de um processo infeccioso ou inflamatério no trato urinario. O aumento
de células epiteliais sugere maior descamagdao do epitélio do trato urinario, provavelmente
devido a algum efeito irritante provocado por substincias presentes no extrato.

O aumento de proteinas pode ser indicativo de um aumento na permeabilidade do
glomérulo, uma vez que as proteinas ndo passam no filtro renal, no entanto a que se considerar o
consumo de ra¢do com elevado teor de proteinas.

A excregao de proteinas de alto peso molecular, tais como albumina, ¢ sugestiva de
lesdo glomerular, enquanto a excrecdo de proteinas de baixo peso molecular, sugere uma lesdao
do tabulo proximal.

Pela a serologia sanguinea a confirmagdo da presenca de creatinina podera auxiliar na
avaliacdo sobre os potenciais efeitos do EEAS sobre a filtragdo glomerular, pois a ela ¢
normalmente filtrada pelo glomérulo. Assim um aumento das concentragdes séricas sugerem
uma diminuicdo na filtragdo glomerular, todavia a creatinina ¢ relativamente insensivel aos
indices de filtragdo glomerular, sendo necessaria uma diminui¢do de 50 — 70% da mesma para
que se note um aumento da creatinina no soro. O aumento deste metabodlito no sangue nao reflete
necessariamente uma lesdo renal induzida por um composto quimico, mas podem ser

secundarios a desidratacdo, hipovalemia ou catabolismo de proteinas.



Proteinas

1

|

T

1004

quantidade de proteinas mg/dL

c L) U U U
controle G2 G3 G4
Densidade
o 1250+
g
3 10004
s
2 7504
E 500-
g c L) U U U
controle G2 G3 G4
pH
8- S——
74 - -I— ——
6+
=
o 5
o
« 4+
il
° 31
£
2
1+
c 1} J J J
controle G2 G3 G4
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2.2.1.2 Analise dos parametros hematolégicos

O figado ¢ um 6rgdo muito susceptivel a agressdes quimicas que podem resultar em
processos inflamatdrios ou necrosantes. O grau da lesdo hepdatica provocada por injuria quimica
ou bioldgica pode variar, podendo levar a alteragdes leves das enzimas hepaticas sem
desenvolvimento de sintomas clinicos, até casos mais graves de insuficiéncia hepatica aguda ou
cronica.

Em fase inicial, a lesdo hepatica pode ser detectada a partir do aumento dos niveis de
enzimas hepaticas no sangue. Esse aumento pode ser devido a necrose celular ou pelo aumento
da permeabilidade da membrana celular. Algumas das enzimas que podem ser utilizadas como
indicadoras de injaria hepdtica sdo alanina-aminotransferase (ALT), também denominada
transaminase glutamico-piruvica (TGP); aspartato-aminotransferase (AST), também denominada
transaminase glutamico-oxaloacética (TGO); gama-glutamiltransferase (GGT), também
denominada gama-glutamilpeptidase (GGP); fosfatase alcalina (ALP).

A transaminase glutdmico-oxaloacético (TGO) ¢ encontrada também no miocérdio,
musculo esquelético, rim e cérebro, mas de forma geral, em virtude de sua ampla distribuicao, a
TGO nido tem sido rotineiramente utilizada como parametro laboratorial em ratos. Seus valores
normais nao diferem significativamente com a idade ou sexo dos animais, mas seus niveis
elevam-se na ocorréncia de oclusdo arterial aguda, proporcionalmente ao grau de isquemia. Em
casos de dano muscular severo, a persisténcia de altos niveis de TGO indica dano tecidual
irreversivel (ELY et al., 2000). Em congestdo hepatica por problemas cardiacos, seus niveis
apresentam-se elevados devido ao figado congesto (SCHEFFER; GONZALEZ, 2007).

A transaminase glutamico-pirtivica (TGP) ¢ encontrada em tecidos com metabolismo
ativo de aminodcidos tais como figado, rins, musculos esqueléticos e cardiacos. Nutricao
inadequada e falha renal podem levar & diminui¢do da atividade dessa enzima. Seu aumento
sérico esta relacionado com a extensao e ndo com a gravidade da lesdo A persisténcia de valores
elevados por mais de 2 semanas, pode ser indicativo de uma patologia cronica como neoplasia
ou hepatite (SCHEFFER; GONZALEZ, 2007). Assim, seguindo o protocolo da OECD, o grupo
satélite, ao final de 60 dias, foi submetido a exames clinicos laboratoriais e observagoes
histopatologicas.

A fosfatase alcalina (ALP) estd presente em vdrios tecidos, principalmente 6sseo, no
sistema hepatobiliar e na mucosa gastrointestinal. Ela ¢ indicadora da ocorréncia de colestase
(fluxo biliar prejudicado), que pode levar a um incremento dos niveis séricos em até 10 vezes

(SCHEFFER; GONZALEZ, 2007).



A gama-glutamiltransferase (GGT) apresenta grande atividade nos rins e no figado, mas
no plasma, somente aquela de origem hepatica é encontrada, pois a renal ¢ eliminada na urina. O
aumento da sua concentragdo sérica também estd envolvido com a ocorréncia de colestase.

As analises das enzimas aminotransferases séricas (TGP e TGO) e da fosfatase alcalina
(ALP), mostraram um aumento estatisticamente significativo entre o grupo Controle e o grupo
Satélite, apenas para os niveis plasmaticos de TGO.

A diminui¢do da filtracdo glomerular, de forma geral, leva ao aumento das
concentragdes plasmaticas de creatinina e uréia. Em ratos, niveis plasmaticos alterados para uréia
ndo sdo bons indicadores de lesdo renal, mas alteracdes na creatinina podem ser um indicador
confiavel para avaliar a presenca da lesdo, pois seu nivel sérico nao ¢ influenciado pela dieta,
idade ou sexo.

Nos resultados obtidos, os parametros bioquimicos mostraram diferencas estatisticas
para os valores de creatinina entre os grupos Controle e Grupo 4 o que pode ser indicativo de
diminui¢do na filtragdo glomerular. Um aumento estatisticamente significativo ocorreu também
para o parametro proteinas totais, fato que pode indicar uma lesdo do tibulo proximal.

Foi observada também hipoalbuminemia, ndo estatisticamente significativa, mas pela
significancia clinica dessa alterag@o, considerando que o valor de albumina dos animais de todos
os grupos inclusive o grupo Controle, foi menor que o limite inferior de referéncia desse
parametro (3,4 g/dL) (BIRCHARD; SHERDING, 1998). Tal condi¢do clinica ocorre por reducao
da ingestao de alimentos, podendo, contudo decorrer de lesdo hepatica grave, considerando que a
sintese da albumina ¢é exclusivamente hepatica. (KANEKO et al., 1997).

O tratamento por trinta dias consecutivos com EEAS, de forma geral, ndo induziu
modificagdes no perfil hematologico dos ratos (TABELA 6 e FIGURA 51), exceto para os
valores de volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e
concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) os quais apresentaram aumento
significativo para o grupo satélite (p<0,05).

As andlises dos indices hematimétricos sdo importantes indicadores na determinagdo do
tipo morfoldgico das anemias. Os indices CHCM, VCM e HCM foram estatisticamente diferente
para o Grupo Satélite em relacdo ao Grupo Controle fornecendo indicios de anemia microcitica
durante o periodo de tratamento, tendendo a valores normais com a suspensao do tratamento.

A contagem diferencial de neutrofilos, linfocitos e mondcitos apresentou-se semelhante
entre os grupos ocorrendo apenas pequenas variagdes ndo significativas (TABELA 6 e FIGURA

51).



Embora, estatisticamente, a contagem diferencial dos mondcitos nao tenha apresentado
variagdes entre os grupos, foi observada monocitose em todos, exceto para o grupo Satélite o que
pode ser caracterizado como uma monocitose inespecifica, pois na contagem total de leucdcitos
nao houve modificagdes e segundo Klaassen e Watkins (2001), nem a monocitose nem a

monocitopenia parecem ser especificamente induzidas por agressdes quimicas.



TABELA 6 - Efeito EEAS (125, 250 e 500 mg/kg) administrado por via oral sobre os parametros hematologicos em ratos Wistar adultos tratados

por 30 dias consecutivos. (p.o.; n = 8/grupo)

Parametros

HEM (x10%mm?)

HT (%)

HB (g/dL)
VCM (ft)
HCM (pg)
CHCM (g/dL)
RDW (%)
Leucdcitos (%)
Neutrofilos (%)
Eosinoéfilo
Linfécitos (%)
Mondcitos (%)

Plaquetas (%)

Controle
7,08%0,4
38,59+2,3
12,81+0,8
53,89+1,9
18,09+0,3
33,2140,3
13,34+0,3
6425421253
19,63+4,3
0,63%0,1
71,25+4.2
8,5+1,1

609,88+84,3

EEAS 125mg/kg

6,85+0,4
37,9222
12,74+0,7
54,3842,4
18,60+0,4

33,60+0,4
13,32+0,3

8320+1183,9
16,00+4,1
0,20+0,4
73,40+3,7
10,40+1,8

595,00+29,1

EEAS 250mg/kg
7,09+0,3
38,20+1,8
12,77£0,5
53,83%+0,9
18,00+0,1

33,44+0,4
13,1840,4
7283,33+1387
19,33+4,3
1,50£1,0
69,83+4,9
9,33£1,1

659,00+57,4

EEAS 500 mg/kg
6,9+0,4
37,01+1,9
12,39+0,5
52,2942.8
17,97+0,4

33,49+0,8
13,53+0,6
7300£1755,8
15,71£3,1
0,43%0,5
75,0043,4
8,8612,0

653,71+35,1

Satélite
6,6620,5
39,4433
13,7£1,2
*58,0 £2,5
*20,520,6
*34,7+0,5
13,6+1,1
7066,67+2703,5
19,333316,1
0,833+1,1
73,5£6,6

6,667+1,2*
550,167+184,2

Os valores representam a média + e.p.m (n=8) *Estatisticamente diferente do grupo controle (ANOVA seguido de Teste Tukey, p<0,05)



TABELA 7 - Efeito EEAS (125, 250 e 500 mg/kg) administrado por via oral sobre os parametros bioquimicos do sangue em ratos Wistar adultos
tratados por 30 dias consecutivos. (p.o.; n = 8/grupo)

Pardimetros Controle EEAS 125mg/kg EEAS 250mg/kg EEAS 500 mg/kg Satélite
TGO (U/L) 160+46,2 156,6+14,9 163,3+17,7 138,0+9,3 *345,2+60,9
TGP (U/L) 103,7+26,6 82,2433 77,618,0 105+20,2 92,2+26,4
ALP (U/L) 165,6+32,1 35£7,0 89+61,5 43,6£15,6 133,2+71,7
CREATININA (mg/dL) 0,6375+0 0,6000£0 0,5167+0 *%0,457110 0,616710,1
UREIA (mg/dL) 51,943,2 51,9+4,5 56,213,6 61,7£3,2 55,3£8,6
COLESTEROL 60 + 1,7 66,2 £ 3,3 62,316,0 59,812,4 62,3130
Triglicerideos (mg/dL) 4715.,4 64+£1,5 50,214,2 39,3+3,7 67,7+£7,9
GLICEMIA (mg/dL) 162,949,5 144489 144,3+7,4 173,7£17,2 218,3 £28,1
PROTEINA TOTAL (g/dL) 6,310,2 6,410,2 6,410,1 5,8+0,1 *5,3 10,2
ALBUMINA mg/dL) 3+0 3,06x0 2,910,1 3,010 2,8210,1
GGT (U/L) 7,6x1,7 5+1,7 5,2+1,4 7,8%3,6 4,5 £1,8

Os valores representam a média + e.p.m (n=8) *Estatisticamente diferente do grupo controle (ANOVA seguido de Teste Tukey, *p<0,05; **p<0,01)
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FIGURA 5l1a - Efeito EEAS 125, 250 ¢ 500 mg/kg administrado por via oral sobre os
parametros hematoldgicos em ratos Wistar adultos tratados por 30 dias
consecutivos. Estatisticamente diferentes do grupo controle (ANOVA seguido
de Teste Tukey, p<0,05) (p.o.; n=8)
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parametros hematologicos em ratos Wistar adultos tratados por 30 dias

consecutivos. Estatisticamente diferentes do grupo controle (ANOVA seguido
de Teste Tukey, p<0,05) (p.o.; n=8)



2.2.1.3 Analise histopatologica

Nos exames histopatologicos, os animais do grupo Controle (grupo 1) demonstraram
integridade tecidual dos o6rgdos observados (figado, rins, baco, estdbmago, intestino, coracao,
cérebro e pulmao) (FIGURA 52, A, E, J) . Em contraste, os grupos submetidos ao tratamento
com EEAS, apresentaram alteragdes patologicas, principalmente nos figados, rins e pulmdes.

No figado, os animais que ingeriram a menor dose (125 mg/kg) (grupo 2) demonstraram
um aumento no nimero de leucdcitos polimorfonucleares (PMN) no interior dos sinuséides
(FIGURA 52, B), enquanto que a observacao dos grupos de 250 (grupo 3) e 500 mg/kg (grupo 4)
revelou a presenca de vasos congestionados, necrose multifocal (caracterizada por nucleos
picnoéticos e cariorréxicos dos hepatocitos) (FIGURA 52, C), hiperplasia ductal (proliferagao
dos ductos biliares) e, em 25% dos animais, esteatose microvesicular (FIGURA 52, D) e
desorganizagdo dos corddes epiteliais hepaticos com aumento do espago sinusoidal.

A necrose ocorrida nos hepatdcitos, associada com o aumento da permeabilidade da
membrana plasmatica pdde ser confirmada bioquimicamente pelo doseamento no plasma de
enzimas derivadas do citosol hepatico, onde foi detectado um aumento consideravel das mesmas,
jé discutido anteriormente. O aumento dos niveis séricos da ALP reforga ainda as alteragdes dos
ductos biliares, juntamente com a presenga de células inflamatérias (KLAASSEN; WATKINS,
2001).

A andlise realizada nos rins permitiu a observacdo de degeneragdo tubular hialina e
presenca de cilindros protéicos intratubulares nos tibulos contorcidos proximais (FIGURA 52,
G) e degeneracao hidropico-vacuolar das células epiteliais dos tabulos contorcidos distais
(degeneracdo grave com picnose nuclear e desaparecimento do citoplasma) (FIGURA 52, F),
ambos localizados no cortex renal, quase sempre associadas a congestdo vascular acentuada e
hemorragia intersticial. A medula renal também apresentou intensa congestdo. Além disso,
principalmente os animais dos grupos 3 e 4, apresentaram necrose tecidual (FIGURA 52, H),
demonstrando efeito toxico dose-dependente.

Somando-se estes dados a presenca de piocitos e células epiteliais na urina e também
aos resultados aumentados na serologia bioquimica para os valores de creatinina, indicativo de
diminuigdo na filtragdo glomerular, associando-se ainda ao aumento estatisticamente
significativo que ocorreu também para o pardmetro proteinas totais, indicativo de uma lesdo do

tubulo proximal, caracteriza assim um quadro de nefrotoxicidade.



As principais lesdes microscopicas observadas nos pulmoes foram infiltrado intersticial
e acumulo intravascular de PMNs (FIGURA 52, L), principalmente neutréfilos, e fibrose
periarterial e peribronquiolar moderada (FIGURA 52, N). Alguns animais também apresentaram
vasos hiperémicos e cilindros de hemoglobina (FIGURA 52, M). Esses dados sugerem um
processo inflamatorio.

Em contrapartida, comparado com o grupo Controle, o Grupo satélite (FIGURA 53)
demonstrou organizacdo tecidual, sugerindo que as degeneragdes causadas pela toxicidade
subaguda sdo reversiveis apos o periodo de trinta dias, demonstrando que o tempo de exposi¢ao
¢ decisivo para a manifestagdo da toxicidade, bem como o tempo de suspensao do tratamento &

importante para a reversao da mesma.
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FIGURA 52 — Analise Histopatolégica — Orgdos afetados durante o Teste de Toxicidade
Subaguda

No grupo Controle, as FIGURAS (A), (E) e (J) estdo demonstrando o figado (h: hepatdcito), o rim (tp: tubulo contorcido
proximal; td: tabulo contorcido distal) e o pulmao (a: alvéolo; sa: septo alveolar), respectivamente, apresentando integridade
tecidual.

Os animais do grupo 2 (125 mg/kg) apresentaram em (B), no figado, e em (L), no pulmao, leucécitos polimorfonucleares (PMN)
intravascular (seta) e intersticial (ponta-de-seta), enquanto que no rim ¢ possivel observar a degeneragdo hidropica das células
epiteliais (hd).

No grupo 3 (250 mg/kg) o figado (C) apresentou necrose focal, com caracteristicas tipicas tal como nucleos cariorréxicos (setas),
o rim (G) demonstrou degeneragdo hialina (hl) e congestdo (v) e no pulmido (M) teve o inicio de uma hemorragia e,
consequentemente, a presenca de hemossiderina (setas).

Em (D) ¢ demonstrado que além da necrose, também ¢ possivel observar a esteatose e a congestdo dos sinusoides (v) apds a
administragdo de 500 mg/kg. No rim a necrose (N) e a hemorragia (Hm) também podem ser vista nos animais deste grupo. Em
contraste, no pulmao ja ¢ possivel observar a fibrose tecidual (f), envolvendo os bronquiolos.

As fotomicrografias estdo apresentadas com aumento de 40x, com excecéo de (H) e (N), com aumento de 10x.
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FIGURA 53 - Aspectos histopatologicos dos animais do grupo satélite: reversibilidade da
integridade tecidual.

As fotomicrografias (A) e (B) apresentam aspectos morfologicos normais dos sacos alveolares
(SA) e bronquiolo (Br). Na (C) ¢ possivel observar um detalhe de um bronquio com o epitélio
respiratdrio ciliado (chave) e a submucosa com o tecido linféide (seta branca) associado integros.
Em (D) o figado demonstra preservacao do espaco porta (EP) e em (E) dos hepatocitos.

Em (F) e (G) os rins, especialmente o cortex renal, regido mais afetada por agentes toxicos,
apresenta-se com os glomérulos (Gl) e tubulos contorcidos (TC) intactos.

Coloracao: Hematoxilina-Eosina. Aumento: A, D e F = 100x; B =200x; C, E e G = 400x.
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CAPITULO 4: CONCLUSOES

A caracterizacdo farmacognoéstica do guatambu, além de ser uma contribui¢do para o a
informagdo sobre plantas medicinais brasileiras, per si, ¢ subsidio interessante para estudos
multidisciplinares posteriores, tais como descri¢des farmacobotanicas, fracionamento de extratos
e isolamento de substancias responsaveis pela atividade bioldgica desta espécie vegetal.

A caracterizagdo macro e microcroscopica das cascas de Aspidosperma subincanum
Mart., juntamente com a prospeccao fitoquimica, teor de umidade e cinzas sdo dados importantes
na diagnose do material vegetal. Conseqlientemente, estes parametros poderdo ser empregados
no controle de qualidade do guatambu utilizado como matéria prima na preparacdo de
fitoterapicos.

Da mesma forma, a avaliacdo da toxicidade da Aspidosperma subincanum Mart.,
principalmente a toxicidade subaguda e cronica, tem relevancia para a saude publica,
considerando que o guatambu ¢ utilizado por individuos portadores de diabetes, um quadro
cronico que, conseqiientemente, faz com que a ingestdo da planta medicinal seja em regime de
uso constante e diario.

A administracdo do EEAS via oral em uma dose 10 vezes superior a maior dose
utilizada nas avaliagdes de toxicidade aguda nao interferiu no consumo de dgua ou ragdo € nem
levou animais a 6bito. Assim, de acordo com o protocolo utilizado, a determinacdo de uma DLA
superior a 5000 mg/kg confere um carater de toxicidade muito baixa ao EEAS, numa
administracao aguda de dose fixa.

Quanto aos ensaios de toxicidade subaguda, os resultados dos exames bioquimicos,
mostraram que EEAS provocou poucas alteracdes nos niveis séricos dos grupos tratados, em
comparagdo com o grupo controle. E interessante notar que os niveis de fosfatase alcalina (ALP)
foram reduzidos nas trés doses avaliadas, quando comparados com os grupos Controle e Satélite.

Na avaliag¢do histopatolégica, EEAS provocou alteragdes celulares nos rins, pulmdes e
figado em todas as doses avaliadas, caracterizando que tais Orgdos foram especialmente
prejudicados pela administragdo de EEAS.

Quanto ao grupo Satélite, os niveis bioquimicos séricos, de forma geral, mostraram-se

estatisticamente semelhantes aqueles apresentados pelos animais do grupo Controle. Entretanto,



os valores de TGO, apresentaram-se bastante elevados, o que pode sinalizar a
ocorréncia de dano hepatico persistente. Entretanto, no exame histopatolégico, ndo foi detectada
a presenga de tecido fibroso e de modo geral, os tecidos se apresentaram integros. Dessa forma,
se o EEAS provocou alguma injaria hepatica, esta parece ser reversivel.

Essas alteracdes morfologicas, hepatonefrotoxicas, (reflexos de alteragdes bioquimicas)
sao indicios de que no EEAS existem substincias potencialmente toxicas ao figado e aos rins.
Entretanto tais sinais de toxicidade mostraram ser reversiveis.

O protocolo de avaliagdo de toxicidade potencial aqui utilizado é um ensaio amplo e os
mecanismos envolvidos nas alteracdes observadas devem ser estudados utilizando também
outros modelos mais especificos.

E interessante notar que apesar de o guatambu ser utilizado pela populagdo para “baixar
o colesterol e o agucar do sangue”, ndo houve qualquer alteracdo significativa nesses dois
parametros. Além disso, o grupo Satélite apresentou glicemia elevada, em comparagdo com o
grupo Controle. Esse resultado, porém, nao significa que o EEAS seja destituido de tais efeitos;
indica que a avaliacdo da alegada atividade hipoglicemiante do guatambu deve ser realizada
utilizando protocolos especificos e sensiveis, considerando que os individuos envolvidos nos
experimentos eram normoglicémicos.

Concluindo, nas condi¢cdes experimentais, o extrato etanolico das cascas de
Aspidosperma subincanum Mart., guatambu, apresenta hepatocixidade e nefrotoxicidade

discretas, tanto na utilizag¢do via oral, quanto via intraperitonial.
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