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Toxicidade aguda, subcrbnica e reprodutiva do extrato etandlico da casca do caule
da Terminalia fagifolia Mart & Zucc (Combretaceae) em roedores

Dissertacdo de mestrado, SA,M.C.
Programa de P6s-Graduacdo em Farmacologia
NPPM/CCS/UFPI, 2012

RESUMO

Terminalia fagifolia Mart. & Zucc. (capitdo-do-campo, chapadeiro, cachaporra-do-
gentio) é uma planta tipica do cerrado brasileiro, cuja a casca do caule é utilizada pela
medicina popular para alivio de desconfortos gastrointestinais, o estudo fotoquimico da
casca mostrou a presenca de grande quantidade de substancias antioxidantes
(triterpenos e flavonoides) que séo responsaveis pelo efeito farmacoldgico e podem
desenvolver efeito toxico principalmente no sistema reprodutivo. O objetivo deste
estudo foi investigar o potencial téxico: agudo, subcrénico e reprodutivo do extrato
etandlico da casca do caule de Terminalia Fagifolia Mart. & Zucc., em roedores. Para
teste de toxicidade aguda, cinco grupos de camundongos fémeas foram tratados por
via oral com extrato etandlico ou fragdo (hidroalcoolica, hexanica ou aquosa) por
gavagem 2,0 g/kg/dia (n= 5/grupo), o comportamento geral e mortalidade foram
observados por até 14 dias. Para o ensaio de toxicidade subcrbnica, ratas Wistar
receberam o extrato etandlico ou fragéo (hidroalcoolica ou aquosa) por gavagem nas
doses de 80, 240 ou 720 mg/kg/dia (n= 6/grupo) por 30 dias, durante os quais foi feita
a avaliagéo do ciclo estral por citologia vaginal. Ao final desse periodo os parametros
bioguimicos (ureia, creatinina, fosfatase alcalina, AST e ALT) e morfolégicos foram
determinados. Para o estudo de toxicidade gestacional quatro grupos ratas prenhes
(n= 6-8 por grupo) foram tratados com, extrato ou frag&o, por via oral do 1° ao 19° dia
de gestacdo, nas doses de: 0, 80, 240 e 720 mg/kg. No 20° dia de gestacdo, os
animais foram eutanaziados e laparotomizadas para avaliar parametros reprodutivos.
O numero de mortes apds o tratamento agudo resultou na estimativa de dose letal
acima de 2 g/kg e abaixo de 5g/kg para extrato etanolico e fragfes. O tratamento
subcrénico com extrato etandlico da casca do caule de Terminalia fagifolia Mart. &
Zucc. e fragbes ndo alterou o ganho de peso, consumo de racdo e agua, ocorréncia
de estros, intervalos entre estros e perfis bioquimicos. Além disso, ndo provocou
mudancas no aspecto macroscOpico e microscopico dos 6rgdos dos animais. No
ensaio de toxicidade gestacional ndo houve diferenca entre os grupos controle e
tratados quanto ao numero de fetos vivos e mortos, peso das placentas e dos ovarios,
namero de locais de implantacao, nimero de sitios de reabsorcdo, niumero de corpos
lGteos nos ovarios, nem quanto as taxas de perda pré e pés-implantacdo. No ensaio
de avaliagédo da toxicidade subcrdnica sistémica e reprodutiva em ratos Wistar tratados
com EETF, ndo foram observadas alteracdes nos 6rgaos reprodutivos avaliados. Por
conseguinte, conclui-se que o0 extrato etandlico da casca do caule de Terminalia
fagifolia Mart. & Zucc. (Combretaceae) e suas fragbes ndo apresentam efeito toxico
agudo ou subcrdnico sistémico ou reprodutivo em camundongos e ratos machos ou
fémeas.

Palavras chave: Combretaceae, Terminalia, toxicidade.



Acute toxicity, subchronic and reproductive ethanolic extract of stem bark
of Terminalia fagifolia Mart & Zucc (Combretaceae) in rodents

Master’s Thesis, SA, M.C.
Post-Graduate Program in Pharmacology
NPPM/CCS/UFPI, 2012

ABSTRACT

Terminalia fagifolia Mart. & Zucc. (field-captain, chapadeiro, cachaporra-of-
Gentile) is a plant typical of the brazilian savanna, whose stem bark is used in popular
medicine for relief of gastrointestinal discomfort, the study of stem bark by
photochemical methods showed the presence of large amounts of antioxidants
(flavonoids and triterpenes) that are responsible for the pharmacological effect and
may develop toxic effect mainly in the reproductive system. The objective of this study
was to investigate the toxic potential of ethanol extract using protocols acute,
subchronic and directed to the reproductive system in rodents. For acute toxicity test,
groups of five female mice were orally treated ethanolic extract or fraction
(hydroalcoholic, hexanic or aqueous) by gavage 2.0 g / kg / day (h = 5/grupo), the
general behavior and mortality were observed for up to 14 days. For the subacute
toxicity test, Wistar rats received the ethanol extract or fraction (hydroalcoholic, hexanic
or aqueous) by gavage at doses of 80, 240 or 720 mg / kg / day (n = 6/group/sex) for
30 days, during which the estrous cycle was evaluated by vaginal cytology. At the end
of this period, biochemical parameters (urea, creatinine, AST and ALT) and
morphology were determined. For the toxicity study in pregnant, four groups of
pregnant rats (n = 6-8 per group) were treated with extract or a fraction orally from the
1st to 19th day of gestation at doses of 0, 80, 240 and 720 mg / kg. On the 20th day of
gestation, the animals were killed and laparotomized to assess reproductive
parameters The number of deaths after acute treatment resulted in the estimated lethal
dose above 2 g / kg and below 5g/kg to ethanolic extract and fractions. Subacute
treatment with ethanolic extract of stem bark of Terminalia fagifolia Mart. & Zucc.
(EETF) and fractions did not affect weight gain, water and food intake, the occurrence
of estrus, the interval between two estrus and biochemical profiles. Also, did not cause
changes in the macroscopic and microscopic organs of animals. Toxicity test in
pregnancy, not show statistical significance between control and treated groups in the
number of live fetuses, dead fetuses, weight of placenta and ovaries, number of
implantation sites, number of resorption sites, number of corpora lutea, or concerning
loss rates before and after deployment. In the evaluating the subchronic and
reproductive toxicity in male Wistar rats treated with EETF, no changes were observed
in the reproductive organs or the other evaluated. Therefore concludes that the
ethanolic extract of stem bark of Terminalia fagifolia Mart. & Zucc. (Combretaceae) and
their fractions do not exhibit acute or subchronic toxic effect systemic or reproductive in
mice and male or female rats.

Key words: Combretaceae, Terminalia, toxicity.
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SA, M.C. Toxicidade aguda, subcrénica e reprodutiva do extrato etanélico da casca do caule
da Terminalia fagifolia Mart. & Zucc. (Combretaceae) em roedores

1 INTRODUCAO

O Brasil possui uma grande variedade de biomas, que abrigam varias
espécies com elevado potencial terapéutico. Sem duvida, um dos grandes
legados da miscigenagcdo da populagdo brasileira é o conhecimento sobre a
utilizacdo de plantas para cura e alivio de patologias. A investigacdo do
potencial terapéutico de uma planta necessariamente passa por um estudo

etnofarmacologico, farmacolégico e toxicoldgico (OECD’s, 2001).

A fitoterapia é uma terapéutica caracterizada pelo uso de plantas
medicinais em suas diferentes formas farmacéuticas, sem a utilizacdo de
substancias ativas isoladas, ainda que de origem vegetal. Considerando a
producdo e a crescente comercializacdo de fitoterdpicos como atividade de
grande importancia econémica e social, faz-se necessario a implantacdo de
politicas que incentivem o cultivo e o beneficiamento de matérias-primas
vegetais, bem como o desenvolvimento tecnologico de fitoterapicos, pois dessa
forma além de contribuir para o surgimento de um setor produtivo, o arsenal
terapéutico seria aumentado por produtos com eficacia e seguranca
comprovadas (BENINI et al, 2010).

O maior potencial econdmico da bio-diversidade estd associado a
descoberta de novas drogas derivadas diretamente ou sintetizadas a partir de
recursos bioldgicos, principalmente plantas medicinais associadas ao
conhecimento tradicional. Assim, a competéncia de um pais para desenvolver
atividades de bioprospeccdo esta intimamente relacionada com a prépria
capacidade que este pais tem para o desenvolvimento de drogas terapéuticas
a partir de plantas medicinais. Os fitoterapicos constituem importante fonte de
inovacdo em saude, visto que 25 a 30% das drogas disponiveis no mercado
derivam diretamente de produtos naturais sendo, assim, objeto de interesses
empresariais privados (FERREIRA;COSTA, NUNEZ, 2011).

Reputando a importancia, a abrangéncia e reconhecendo que 0s
fitoterapicos sdo uma alternativa terapéutica eficiente, o Ministério da Saude,
por meio da Secretaria de Ciéncia, Tecnologia e Insumos Estratégicos, colocou
em discussdo a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Assisténcia

Farmacéutica. Esta iniciativa, desencadeada pelo Ministério da Saude em
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2001, teve por objetivo a utilizacdo de plantas medicinais e medicamentos
fitoterapicos no Sistema Unico de Satde (SUS) (BRASIL, 2001). Em junho de
2006 foi instituindo a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
(PNPMF), uma politica ampla que tem como eixos prioritarios: 0 acesso a
plantas medicinais e fitoterapicos, incentivo a pesquisa, 0 uso racional e seguro
dos produtos, o desenvolvimento da cadeia produtiva; o fortalecimento da
indastria nacional e o reconhecimento do uso tradicional dos mesmos. A
implantacdo desta estratégia nos municipios é incentivada por portarias
ministeriais, que estabelecem a inclusdo do farmacéutico como o profissional
gue devera estabelecer inter-relacdo e uma prética destacada para o emprego
das plantas medicinais, medicamentos fitoterapicos e homeopaticos (BRASIL,

2008).

Para que um fitoterdpico seja utilizado, este deve ser isento de efeitos
colaterais e toxicos. Assim sendo, fazem-se necessarios estudos de toxicidade,
como exigido pela RDC n° 48 que dispbe sobre o registro de medicamentos
fitoterapicos e RE n° 90 que traz o guia para realizacdo de estudos de
toxicidade pré-clinica de fitoterapicos, ambas de 16 de marco de 2004
(BRASIL®*?, 2004).

Integrando conhecimentos com as diversas ciéncias; botéanica,
guimica, biotecnologia e farmacologia, o Nucleo de Pesquisas em Plantas
Medicinais da UFPI, NPPM, vem desenvolvendo estudos com extratos de
plantas nativas do cerrado piauiense com interesse do desenvolvimento de
fitoterapicos. Neste contexto o presente trabalho teve como objeto de estudo a
investigacdo da toxicidade do extrato etandlico obtido da casca do caule da
Terminalia fagifolia Mart. & Zucc., planta amplamente utilizada na medicina

popular piauiense e maranhense para tratamento de diversas enfermidades .
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Plantas do Cerrado e pesquisa de novos farmacos
O cerrado, Figura 1, € o segundo maior bioma brasileiro ocupando

aproximadamente 22-23% do territorio nacional e concentrando um terco da
biodiversidade nacional e 5% da flora e fauna mundial (LINDOSO et. al., 2009).

Figura 1- A, Mapa do Brasil com destaque para as areas de cerrado (ALMEIDA et
al.,1998) e B, mapa do Piaui mostrando a distribuicdo da vegetacao de cerrado e de

transicdo (CEPRO,1992)
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Este bioma sofre com a devastacdo em decorréncia das carvoarias, do
desmatamento e das culturas de milho, algodédo, arroz e soja, o que provoca
reflexos na flora e fauna, fatos que levam o cerrado a ser considerado um dos
biomas mais ameacados de extingdo do mundo. Por abrigar grande quantidade
de espécies endémicas de grande importancia para a biodiversidade do mundo
e estar sofrendo devastacdo, o cerrado brasileiro é considerado um hotspots,

Figura 2 (Myers,1988).
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Figura 2- As 25 areas de hotspots segundo Myers (1988)
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A baixa média pluvial promove caracteristicas morfologicas especificas
na flora do cerrado, como a presenca de xilopddios e cascas que acumulam
reservas. O potencial medicinal do cerrado é conhecido historicamente por
populacdes indigenas, colonizadores portugueses, escravos africanos e pela
sociedade sertaneja, 0s quais tém seus conhecimentos passados de geracao a
geracdo. Esta conjuncdo conhecimento e biodiversidade, estabelece um bom
cenario para o desenvolvimento de pesquisas que visam a descoberta de
novos farmacos a partir de espécies nativas (FERREIRA; CASTRO, NUNEZ,
2011).

As familias Vochysiaceae, Fabaceae e Combretaceae estédo entre as 59
familias ja identificadas no dominio cerrado. A familia Combretaceae
compreende 18 géneros, sendo Combretum e Terminalia os mais abundantes,

com cerca de 370 e 200 espécies, respectivamente (ALMEIDA et al., 1998).

A espécie Terminalia fagifolia Mart. & Zucc. (Figura 3), conhecida
popularmente como capitdo, capitdo-do-campo, chapadeiro, cachaporra-do-
gentio e pau-de-bicho, é uma arvore do cerrado, considerada como ornamental
em meio urbano (LORENZI,2002). Sua madeira é empregada na carpintaria e
seus frutos sdo utilizados no artesanato (CORREA, 1978). Esta espécie
encontra-se distribuida em nosso pais no Planalto Central, Pantanal Mato-
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grossense, Baixo Parnaiba e ainda nas regifes da caatinga do Vale do Sao
Francisco e do norte de Minas Gerais a Pernambuco (ALMEIDA et al, 1998;
CASTRO; MARTINS, FERNADES, 1998).

A casca do caule da Terminalia fagifolia Mart. & Zucc. é amplamente
utilizada pela populagdo do cerrado brasileiro para o combate de males
intestinais (ma digestéo, constipacdo e azia), tratamento de tumores e combate
a inflamacdo (ROCHA-COELHO; SANTOS, 2008). Estudos em andamento
apontam atividade gastroprotetora do extrato etandlico da casca do caule desta
espécie, atividade que é justificada pela elevada presenca de compostos
antioxidantes (triterpenos e flavonoides) proprios das plantas do género
Terminalia (GARCEZ et al., 2006; SOUSA et al., 2007; AYRES et al., 2009;
SILVA; MIRANDA, CONCEICAO, 2010).

Figura 3 — Detalhes da folha, fruto e da casca do caule de Terminalia fagifolia
Mart. & Zucc.

FONTE: www.freeimagefinder.com/terminalia; http://www.flickr.com/photos/cerrados/5382351372/

Vérias espécies de Terminalia e seus compostos isolados tém sido alvo
de pesquisas para diversas atividades farmacoldgicas. Estudos realizados por
Manna, Sinha; Sil (2006) demonstraram que 0 extrato aquoso de Terminalia
arjuna preveniu as alteracdes do efeito hepatotoxico e nefrotoxico induzidos por
tetracloreto de carbono (CCl;). O extrato metandlico de Terminalia arjuna
apresentou atividade gastroprotetora em ensaois de Ulcera gastrica induzida
por diclofenaco sodico em ratos (DEVI et al., 2007).
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A Terminalia chebula é utilizada na medicina ayurvédica por suas
propriedades adstringente, anti-helmintica, expectorante, laxativa, dentre outras
(PFUNDSTEIN et al., 2010).

O pré-tratamento de ratos Wistar com Terminalia chebula Gertn reduziu
a producdo de &cido nitrilotriacético férrico, indutor do estresse oxidativo e
tumorogénese renal (PRASAD et al., 2007) e promoveu hepatoprotecdo no
modelo de toxicidade induzida por rifampicina, pirazinamida e isoniazida em
ratos (TASDUQ et al.,, 2006). Estudos in vitro utilizando diferentes
concentracfes de extratos e fracdes desta espécie mostrou uma reducdo da
concentracdo de citocromo P450 no figado de ratos, revelando atividade anti-
apoptoética (PONNUSANKAR et al.,2011) e promoveu ainda a proliferacdo e
ativacdo da metaloproteinase da matriz-2 (MMP-2) em fibroblastos, atividade
justificada pelas propriedades antioxidantes do extrato (MANOSROI et al.,
2010). Estudos realizados por Srivastav et al. (2010) avaliando o efeito
antireprodutivo, da administracdo oral do extrato de Terminalia chebula, 100
mg/kg durante 60 dias, demonstrou uma potente atividade antiespermatogénica
e uma acentuada reducgéo da fertilidade em ratos submetidos ao tratamento.

Pesquisas em andamento no NPPM apontam para importantes
propriedades terapéuticas do extrato da casca do caule de Terminalia fagifolia,
Mart. & Zucc. tais como atividade antiulcerogenica, espamolitica e
gastroproterora em ratos. Entretanto ndo foram encontrados relatos na
literatura a respeito de efeitos toxicos, assim este trabalho é um estudo pioneiro
gue visa avaliar a toxicidade aguda e cronica do extrato da casca do caule de
Terminalia fagifolia, inclusive sobre os aspectos reprodutivos, contribuindo
desta forma para uma utilizacdo mais segura da planta pela populacao e para o

desenvolvimento de estudos da espécime.

2.1.1 Terminalia fagifolia Mart. & Zucc.

Em geral, os efeitos farmacol6gicos de produtos naturais sdo atribuidos
aos metabdlitos secundéarios que sdo produzidos pela planta para protecédo
contra virus, bactérias, fungos e animais predadores. Essas substancias

podem ser toxicas em humano e provocar carcinogénese, toxicidade hepatica,
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neuroldgica e renal, pois muitas ainda ndo foram objeto de investigacao
cientifica (ALIA et al, 2003).

Ayres et al. (2009) realizou o estudo fitoquimico do teor de fendis totais
e a avaliacdo do potencial antioxidante do extrato etandlico das folhas de
Terminalia fagifolia Mart. & Zucc, o fracionamento da fase hidroalcodlica do
extrato etandlico resultou no isolamento e identificacdo da (+)-catequina e 3-O-
B-D-glicopiranosideo do sitosterol, identificado como seu derivado acetilado,
além de uma mistura de flavondides glicosilados de dificil separacdo. O
fracionamento do material solivel em MeOH de T. fagifolia possibilitou a
identificacdo de dois tocoferdis (a e ) da mistura de lupeol, a- e B-amirina e do
sitosterol, estes compostos foram caracterizados por RMN 1H e 13C e
dicroismo circular. O extratos etanodlico e fracfes apresentaram alto teor de
fendis totais determinado pelo método de Folin-Ciocalteau podendo explicar em
parte a excelente atividade antioxidante, avaliada pelo método do DPPH, a
presenca da (+)-catequina contribuem significativamente para o potencial

antioxidante da Terminalia fagifolia Mart. & Zucc.

Da madeira e das cascas do caule de Terminalia fagifolia foram isolados
dois 1,3-diarilpropanos, sete flavanonas, duas chalconas, uma flavana, e nove
triterpenos pentaciclicos, além de acido galico e sitosterol. Os diarilpropanos
representam os primeiros membros desta classe em Combretaceae e as
flavanonas e chalconas estdo sendo descritas pela primeira vez na familia. As
substancias isoladas foram avaliadas quanto as atividades citotéxica in vitro
(células Hep2 e H292, carcinomas de laringe e mucoepidermdide de pulméo
humanos, respectivamente) e antioxidante. As chalconas, o diarilpropano 1-(2'-
hidroxi-4',6'-dimetoxifenil)-3-(3"-metdxi-4"-hidroxifenil) -propano e os derivados
di- e tri-metilados de 23-galoilarjunglucosideo foram os mais ativos quanto a
atividade citotoxica (GARCEZ et al, 2006).

Os estudos de Ayres at al. (2009) e de Garcez et al (2006) determinram
gue os compostos flavonoidicos, Figura 4, sdo predominante no género

Terminalia e substancias essas que justificam a atividade antioxidante.
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Figura 4- Substancias isoladas do extrato etandlico da madeira * e das cascas
do caule * de Terminalia fagifolia (GARCEZ et al, 2006).
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2.2 Flavonoides

Os compostos flavonoidicos funcionam como agentes de defesa para
as plantas e apresentam capacidade redutora. Exibem vérias acgles
farmacoldgicas como: antiinflamatoria, antiagregante plaquetério,
antialergénicos, antimicrobiana e antioxidante. Os flavonoides séo
antioxidantes mais efetivos que as vitaminas E e C, podendo até poupar o
consumo destas vitaminas na alimentacdo humana (DORNAS et al, 2007)

No ciclo oxidativo, os flavondides sequestram espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio, inibem enzimas e provocam a oxidacédo de lipoproteinas
de baixa densidade (LDL); atuam reduzindo os metais geradores de radicais
livres e interagem com as biomembranas, possibilitando a protecédo dos &cidos
graxos. Estas suas funcdes se correlacionam com a prevencdo de doencas
cardiovasculares, neurodegenerativas, certos tipos de cancer, envelhecimento
e reducéo de doencas tromboticas (ALIA et al, 2003)

O desempenho dos antioxidantes naturais, in vivo, depende dos tipos
de radicais livres formados, onde e como sdo gerados esses radicais, da
analise e métodos para a identificacdo dos danos e de concentracdes ideais de
antioxidantes. Portanto, é possivel que um antioxidante atue como protetor em
determinado sistema e desprotetor em outro, ou que até mesmo aumente as
lesdes induzidas em outros tipos de sistemas. E necessario mais estudos sobre
0S mecanismos de acdo dessas substancias no organismo, para que 0S
mesmos possam ser utilizados em larga escala nos cosméticos, alimentos e
outras aplicacbes (RAUBERT et al., 2006; MORAIS et al,2009)

A presenca desses compostos antioxidantes naturais pode, em parte,
justificar as atividades farmacologicas do género Terminalia, no ententto estes
compostos podem desenvolver efeito toxico (carcinogénese e mutagénese) em
sistemas especificos estes efeitos sao justificados pelo fato dessas substancias

exercerem efeitos de desregulador enddcrino (MARTINEZ et. al, 2010).

2.3 Desreguladores endocrinos

7

O desregulador enddcrino, DEs, é uma substancia exdégena ou uma

mistura que altera fungfes do sistema endocrino e, conseqientemente, causa
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efeitos adversos a saude de individuos, de seus descendentes e/ou de
populacdes .De acordo com a Comissédo Européia os compostos estrogénicos,
potenciais DEs, incluem: horménios naturais (estradiol, estrona, estriol)
liberados no ambiente por animais e humanos; compostos quimicos naturais,
gue incluem toxinas produzidas por plantas (fitoestrogénios) e por alguns
fungos; produtos farmacéuticos sintéticos, produzidos intencionalmente para
serem hormonalmente ativos (por exemplo, pilulas anticoncepcionais);
produtos quimicos sintéticos, que incluem os pesticidas e produtos quimicos
industriais (alquilfendis, bisfenois policlorinados-PCBs, dioxinas, entre outros)
com seus residuos (CEC, 2004).

Substéancias quimicas com propriedades estrogénicas agindo no
sistema enddcrino fora do contexto natural sédo potencialmente indutoras de um
efeito adverso (BIANCO et al., 2010).

Acredita-se que a alteracdo no sistema enddcrino causada pelos DEs
pode estar associada, a pelo menos, trés mecanismos:a simula¢do da acado de
hormdénios naturais, como 0 estrogénio e a testosterona, desencadeando um
estimulo falso de modo exagerado ou em tempo inadequado (efeito agonista);
0 bloqueio dos receptores especificos de determinados horménios (efeito
antagonista) e pela alteragdo na sintese, transporte, metabolismo e excregéo
dos hormoénios, causando, alteragcdo na concentracdo de hormonios naturais
(CEC, 2004; BILA; DEZOTTI, 2007).

Substancias derivadas de plantas também podem ser consideradas
DEs, como os fitoestrogenos, que incluem também as isoflavonas, e estédo
presentes em alguns itens alimentares, como a soja, € em cosméticos com
componentes ativos de origem vegetal. Uma boa dieta com fitoestrogenos pode
ser protetora contra alguns tipos de cénceres, por exemplo, de mama e
prostata, e também doencas da p0s-menopausa, como a o0steoporose; no
entanto, devem ser utilizados com cautela durante a gravidez e na infancia.
Muitos desreguladores enddcrinos sdo conhecidos por agirem como agonistas
dos receptores estrogénicos, como o bisfenol A, ou como antagonistas dos
receptores androgénicos, como o fungicida dicarboximida (LEMMEN;
ARENDS, VANDERSAAG, 2004).
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2.4 Parametros indicativos de toxicidade

Segundo a Organizacdo Econdmica de Cooperacéo e Desenvolvimento,
a toxicidade aguda e crbnica de substancias pode ser avaliadas por
modificagdes comportamentais, variagdes no consumo alimentar, evolugao
ponderal, avaliacdo biométrica dos érgaos e alteragbes organicas visualizaveis
macro e microscopicamente (OECD, 1995; OECD, 2001)

A ocorréncia de curta duracdo do ciclo estral e a sequéncia bem
reconhecida da citologia vaginal em ratas torna-se Util para investigar
interferéncias sobre a funcéo reprodutiva. O ciclo estral é dividido em quatro
estagios, que relacionam o tipo de célula predominante no esfregaco vaginal e
o nivel de hormdnios sexuais presente no animal. Leucdcitos e algumas células
epiteliais nucleadas remanescentes aparecem no metaestro. Nesta fase inicia-
se 0 aumento da secrecdo de estrogeno e o primeiro pico de progesterona. O
namero de células epiteliais nucleadas aumenta durante o proestro, enquanto
os leucdcitos praticamente desaparecem. Ocorre, entdo, o pico de secrecao de
estrégeno e o segundo pico de progesterona na noite desta fase. Durante o
estro aparecem basicamente células epiteliais queratinizadas da camada
cornea e o nivel de estrogeno retorna a seus valores basais. O estagio diestro
consiste predominantemente de leucécitos e algumas células epiteliais
nucleadas, sendo marcado pelo final do primeiro pico de progesterona e baixos
niveis de estrogeno (ANDREWS et al, 2010).

As determinacbes hematolégicas e bioquimicas sanguineas sao
fundamentais para predizer a influéncia da substancia teste sobre a
homeostase e o estado das fungBes hepatica e renal (OECD’s, 2001).

Dentre as dosagens bioquimicas que permitem avaliacdo de alteracdes
organicas, ressaltam-se as determinacdes dos niveis séricos de uréia e
creatinina, que permitem averiguar danos renais e as dosagens de
transaminases, para investigacdo de lesGes hepaticas. A uréia e a creatinina
sdo produtos de metabolismo do nitrogénio presentes no sangue, utilizadas
clinicamente na investigagdo de doenca renal. E as transaminases (AST e

ALT), quando em niveis elevados no soro sanglineo, tém sido amplamente
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utilizadas como indicativo de hepatotoxicidade ou injaria hepatocelular
(CAMPELO et al., 2009).

Os niveis séricos de ALT aumentam quando ocorrem alteracdes na
permeabilidade ou injuria nos hepatécitos. J& a AST é uma isoenzima
mitocondrial e ndo € liberada tdo rapidamente quanto a ALT, que €
essencialmente citoplasmatica. Além disso, a ALT é um indicador mais sensivel
de hepatotoxicidade aguda do que a AST, pois enquanto a primeira é
essencialmente hepatica, a segunda também pode ser encontrada em
concentragfes elevadas em outros 6rgdos, como rins, pulmdes e coragéo. E a
elevacdo dos niveis plasmaticos de uréia e creatinina fornecem indicios de
sobrecarga renal, insuficiéncia renal aguda ou aumento no catabolismo
protéico (AL-HABORY et al, 2002).

Dessa maneira, Santos et al. (2010) consideram como parametros
normais para as medicdes séricas de uréia (mg/dL): 35,0+1,31; creatinina
(mg/dL): 0,6+0,02; ingestao hidrica 44,67 + 4,69 (mL/dia), massa cardiaca 0,3 +
0,01 (g100.g ™ peso corporal) e massa hepatica 3,20 +0,07 (g100.g -1 peso

corporal) para ratos Wistar.

A avaliacdo dos efeitos toxicos dos compostos quimicos na gravidez
deve levar em conta o fato de que a gestacdo € um periodo marcado por
mudancas fisiologicas que aumentam a absorcdo de drogas, tais como
aumento da funcéo renal e diminuicdo do metabolismo hepética.A exposi¢ao
materna a agentes quimicos, em determinadas fases as gestacdo , pode
resultar em alteragbes no desenvolvimento do concepto, dependendo de
fatores inerentes ao organismo materno, a funcionabilidade placentaria ou a
acao direta no proprio organismo embriofetal (NAVA; ROMAN, 2006).

Os fatores que afetam a transferéncia placentaria e que podem interferir
com o feto estdo relacionados a: propriedades fisico-quimicas do farmaco,
velocidade com que atravessa a placenta e alcanca o feto; estagio de
desenvolvimento placentario e fetal, caracteristicas da distribuicdo nos tecidos
fetais, mecanismos de eliminacdo materna e fetal, duragdo da exposicao e

efeitos de outras substancias usadas em associa¢do (BROLIO et al., 2010).
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Muitos compostos, incluindo plantas consideradas medicinais, podem
interferir nessa travessia da barreira mae-feto e aumentar ou diminuir risco de
teratogenicidade, pois uma Unica exposicdo da gestante a um agente
teratogénico pode afetar as estruturas que se encontram em r4pido
desenvolvimento. Nesse periodo, o efeito de farmacos pode variar em distintos
tecidos. Por isso, ha necessidade de que sejam realizados estudos de
toxicidade, em atencdo a essa classe de usuérios. Os testes de avaliacdo de
toxicidade reprodutiva compreendem a exposicdo de animais sexualmente
maduros antes da concepcédo, durante o desenvolvimento pré-natal e apds o
nascimento (LOURENCO et al., 2009).

A toxicidade de plantas medicinais é um problema de saude publica e as
pesquisas para avaliacdo do uso seguro tanto das plantas como dos
fitoterapicos ainda sao incipientes. Assim a grande diversidade de nossa flora,
em especial a do cerrado, e a escassez de informacdes a respeito dos efeitos
toxicos de varias espécies de plantas tornam este tipo de pesquisa de suma
importancia para 0 uso seguro e eficaz das plantas medicinais (VEIGA-
JUNIOR; PINTO, MACIEL, 2005).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar possiveis efeitos adversos da administracdo oral do extrato
etanodlico e fracdes da casca do caule de Terminalia fagifolia Mart. & Zucc,
analisando parametros de toxicidade: aguda, subcronica e sobre a reproducéo

em roedores.

3.2 Objetivos Especificos

3.2.1 Estimar faixa da DLsp, identificando a menor dose que cause
toxicidade evidente apés tratamento agudo com extrato etandlico da casca do
caule de Terminalia fagifolia e fragbes em camundongos Swiss albinos;

3.2.2 Determinar os efeitos do tratamento subcrbnico com extrato
etandlico e fracBes da casca do caule de Terminalia fagifolia sobre o consumo

de racdo e 4gua e ganho de peso corporal em ratas e ratos Wistar;

3.2.3 Investigar os efeitos do tratamento subcrbnico com extrato
etandlico e fracdes da casca do caule de Terminalia fagifolia sobre o ciclo estral

e morfologia ovariana em ratas Wistar;

3.2.4 Analisar o efeito do tratamento subcrdénico com extrato etandlico e
fracOes da casca do caule de Terminalia fagifolia, em ratas e ratos Wistar sobre
a massa relativa e estrutura microscépica do coracao, figado, rins, estbmago e

orgaos reprodutivos;
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3.2.5 Avaliar possivel toxicidade subcrbnica em ratas Wistar tratadas
com extrato etanodlico da casca do caule de Terminalia fagifolia e fracdes, com

base nos parametros séricos: fosfatase alcalina, ALP, ASP, creatinina e uréia;

3.2.6 Pesquisar o efeito do extrato etandlico da casca do caule de
Terminalia fagifolia e fracdes, sobre a performece reprodutiva em ratas Wistar
prenhes observando: perdas pré e pos implantacdo e presenca de natimortos,

ganho de peso, consumo de racao e de 4gua;

3.2.7 Comparar o peso médio dos recém-nascidos e das placentas em
ninhadas de ratas Wistar prenhes, tratadas com veiculo, extrato etandlico da
casca do caule de Terminalia fagifolia ou fracdes.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal

As cascas do caule da Terminalia fagifolia Mart. & Zucc. foram coletadas
em novembro de 2006 na cidade de Timon-MA. A espécie foi identificada pela
Dra. Gardene Maria de Souza do Herbario Graziela Barroso — Universidade
Federal do Piaui, onde se encontra depositada a exsicata sob o nimero TEPB
—21691.

4.2 Obtencdo e particdo do extrato etandlico da casca do caule de
Terminali fagifolia (EETF)

As cascas do caule da T. fagifolia (1950g ), foram secas ao ar, trituradas
(moinho de facas da Marconi, Sado Paulo, Brasil) e submetidas a processo de
maceracdo por seis vezes com etanol PA (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil),
propor¢do 1:1 a temperatura ambiente. Apds a remocdo do solvente em
evaporador rotativo (Quimis 344B2, Sao Paulo, Brasil) a 55°C sob pressao
reduzida e liofilizacdo, foi obtido 416,79 do EETF. Uma parte do extrato
(256,39) foi separado para testes de atividade toxicolégica e o material restante
(160g) foi suspenso em 1200mL de uma mistura de agua e metanol
(H.O/MeOH) (2:1), (Qeel Sao Paulo, Brasil), e submetido a particdo com
acetato de etila (Merck) . A fase organica foi concentrada (99,66g), suspensa
em MeOH/ H,O (9:1), (Qeel, Sdo Paulo, Brasil) extraida com hexano,
fornecendo assim as fases hidroalcéolica (FHA-EETF) 91,969 e hexéanica
(FHEX-EETF) 4,19g.

O EETF e todas as fracdes provenientes de sua particdo apos serem
concentradas, foram submetidos a processos de liofilizacdo, dissecacdo e
pesagem, sendo assim obtidas as massas das referidas amostras. A partir
desses valores de massas foi possivel calcular o teor de extrativos e o
rendimento da particdo dividindo a massa do extrato ou fracdo pela massa do

material vegetal seco e multiplicado por 100 (Figura 5 e Tabela 1).
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Figura 5- Esquema da obtencdo do extrato etandlico da casca do caule de
Terminalia fagifolia (EETF) e de sua particdo em fracdo aquosa (FAQ-EETF),
fracéo hidroalcoolica (FHA-EETF) e fracdo hexanica (FHEX-EETF).

Material vegetal

casca do caule
(1950 g)

1.Secagem e pulverizagdo
2.Extragdo a T. A. (6x) com EtOH
3.Concentragdo

EETF
256,3 g

Testes Toxicol6aicos

EETF 160,0 g

1. Adigdo de 1200 mL de H,0/MeOH (2:1)
2. Extragdo com AcOEt

Fase AcOEt FAqQ- EETF

99,669 51,97¢g

1.Concentragdo
2.Susp. em MeOH/ H,0 (9:1)
3. Extragdo com hexano

FHEX - EETF FHA- EETF
FONTE: Acervo pessoal

Tabela 1- Massa e rendimento do extrato etandlico da casca do caule de

Terminalia fagifolia (EETF) e de sua particdo em fracdo aquosa (FAQ-EETF),
fracdo hidroalcoolica (FHA-EETF) e fracdo hexanica (FHEX-EETF).

Extrato / Fracfes Massa (Q) Teor de Rendimento da

extrativos particao (%)**
(%0)*

Extrato EETF 160,0 21,37 100,00

Fase H,O FAQ-EETF 51,98 6,94 32,49

Fase AcOEt 99,66 13,31 62,25

Fase MeOH/H,O FHA-EETF 91,96 12,28 57,47

Fase Hexanica FHEX-EETF 4,19 0,56 2,62

*Teor de extrativos calculados em relacdo a 748,74g de casca do caule seca;** Rendimento
calculado em relacédo a 160,0g de extrato EETF da casca do caule de T. fagifolia
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Todas as solugcdes com os extratos foram preparadas imediatamente;
antes de cada experimento, utilizando-se agua destilada como veiculo e
acrescentou-se 1% de Tween 80 somente para o preparo da FHEX-EETF. As
concentracOes de EETF e fracOes foram ajustadas para o tratamento de modo

gue fosse aplicado um volume de 10 mL/kg de peso corporal.
4.3 Animais

Foram utilizados camundongos (Mus musculus, variedade Swiss)
fémeas adultos (25-35 g) e ratos (Ratus norvegicus, linhagem Wistar) machos
e fémeas adultos (90 dias de vida) sabidamente férteis e virgens (180-250 g)
provenientes do Biotério de Manutengcdo de Animais Destinados a
Experimentacdo do Departamento de Morfofisiologia Veterinaria-CCA/UFPI
(Biomadex). Os animais foram mantidos em gaiolas-padréo para 4-5 animais,
em ambiente climatizado (24 = 1 °C), com ciclo claro-escuro de 12 h e com

agua e racao (FRI-LAB Ratos — Fri-Ribe) a vontade.

Os protocolos experimentais utilizados estdo de acordo com as normas
internacionais e foram aprovados pelo Comité de Etica Experimentacdo com
Animais da Universidade Federal do Piaui (CEEA/UFPI) com parecer n°
004/11.

4.4 Protocolos Experimentais

4.4.1 Potencial toxicolégico agudo do EETF e fragcbes em

camundongos

Esse procedimento seguiu a metodologia descrita por Valadares (2006).
Foram utilizados camundongos Swiss fémeas, 25-30 g, mantidos em jejum de
sélido durante 18 h. Os animais foram divididos em 6 grupos de 5 fémeas e
tratados, via oral, com o EETF ou fragBes em dose Unica de 2 g/kg, no volume
de 10mL/kg. Os materiais foram solubilizados em agua destilada, sendo que
para diluicho da FHEX-EETF foi necessario adicionar 1% de Tween 80. Ao
grupo veiculo, foi ofertado agua destilada com 1% de Tween 80. Os
parametros avaliados até 120 min apds a administracdo e durante 24 h foram:
estado de alerta, sedacdo, ptose, dispnéia, miccao, diarréia, convulsao,
atividade motora espontanea, reflexo postural, piloerecdo, resposta ao tato,
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morte, dentre outros. O numero total de mortos em cada grupo foi quantificado
até o final de 14 dias para a estimativa da dose letal media (DLsg). O consumo
de racdo, de agua e o ganho dos animais foram avaliados nos 14 dias do

experimento.

4.4.2 Potencial toxicolégico subcrdnico e toxicidade reprodutiva em

ratas Wistar tratadas com diferentes doses de EETF e fracdes.

Ratas Wistar (180-220g), foram divididas em cinco grupos (n=6-8)
segundo o tratamento (veiculo, extrato ou fracdo de EETF, hidroalcoolica e
aquosa). Todas as ratas foram examinadas diariamente, entre 8:00 e 9:00
horas, quanto a fase do ciclo estral, durante os 30 dias de estudo. A secrecgao
vaginal foi coletada com uma pipeta plastica contendo aproximadamente 10 pL
de salina (NaCl a 0,9 %), depositada sobre uma lamina de vidro para
microscopia e analisada por meio de microscopia de luz branca, nas objetivas
de 10 e 40x. A ocorréncia e a duracéo do ciclo estral foram utilizadas como
pardmetros para analise (MARCONDES; BIANCHI, TANNO, 2002). O
tratamento com EETF ou fracfes foi realizado por via oral, diariamente, durante
os 30 dias. A dose de EETF utilizada foi de 3,33; 10 e 30% da DLso do EETF.
Para os grupos tratados com fracdo do EETF; a dose de 240mg/kg foi
escolhida, pois representa aproximadamente 10% da DLsy do EETF. O grupo
veiculo recebeu, pelo mesmo periodo, agua destilada no volume de 1 mL/100g

de peso corporal, mesmo volume utilizado para os extratos ou fracdes.

Concomitantemente com a avaliacdo do ciclo estral foram também
avaliados os parametros: massa corporal (g), consumo diario de racdo (g),
consumo de agua (mL). Ao final dos 30 dias de tratamento, as ratas foram
anestesiadas com uma associacdo de 50 mg de cetamina e 11,5 mg de
xilazina por quilograma de peso corporal e o sangue coletado, por meio de
puncao cardiaca, em tubos de ensaio sem anticoagulante. Em seguida, foram
eutanasiadas, por excesso dos mesmos anestésicos, para coleta e avaliacédo

dos o6rgdos internos: coragéo, figado, rins, ovarios e Utero.

As amostras de sangue coletadas foram centrifugadas a 3500 rpm por
cinco minutos e o soro separado. As determinagbes bioquimicas foram

realizadas por quimica Umida com Kkits (Labtest, Belo Horizonte). Foram
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avaliados os seguintes parametros séricos: fosfatase alcalina, ALP, ASP, uréia,

creatinina.

Os orgaos coletados foram pesados, seccionados e fixados em
formalina (solucéo de formol a 10%) tamponada. Apos 24 horas de fixacao as
amostras foram submetidas ao processamento histolégico composto de
desidratacdo em seéries crescentes de alcool (70 a 100%), diafanizacdo em
xilol, impregnacdo e inclusdo em parafina. Em microtomo, os fragmentos
tissulares foram seccionados em espessura de 5,0 um e subsequentemente
submetidos & coloragdo com hematoxilina-eosina e examinados ao microscopio
de luz, de acordo com BACHA; WOOD (1990). As secc¢les dos ovarios foram
usadas para quantificar o numero de foliculos primarios, secundarios e
maduros (ROOP, DHALIWAL; GURAYA, 2005).

4.4.3 Efeito do tratamento com extrato EETF e sobre a gestacédo e a prole

em ratas Wistar.

Quarenta e oito ratas Wistar adultas foram acasaladas com ratos
machos adultos durante um periodo de cinco dias, na proporcao de dois
machos para trés fémeas por caixa. Foram feitos esfregacos vaginais diarios
de cada fémea, através de lavagens vaginais com micropipetas contendo
aproximadamente 10 pL de salina (NaCl a 0,9%), em seguida o material foi
depositado sobre uma Iamina de vidro para microscopia e analisada por meio
de microscopia de luz, nas objetivas de 10 e 40x. A presenca de
espermatozoides confirma a cépula, sendo que o dia de deteccdo de
espermatozoides no esfregaco vaginal € considerado como primeiro dia da
gestacdo. Uma vez confirmada a gravidez, as ratas foram divididas em grupos
(n=6-8) segundo o tratamento: veiculo (dgua destilada), EETF 80, 240 e 720
mg/kg , fracdo hidroaalcolica (HA-EETF) ou fracdo aquosa (AQ-EETF),
tratadas diariamente por sonda oro-gastrica do primeiro ao décimo nono dia de

prenhes.

A massa corporal de cada progenitora foi registrada nos dias 1, 5, 10, 15
e 20 de prenhés para avaliar o ganho de massa corporal. No 20° dia de
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gestacdo, as ratas foram anestesiadas com uma associacdo de cetamina e
xilazina, conforme previamente descrito e submetidas a cesariana, para
retirada e avaliacdo do Utero gravidico e seus contetdos. Foi realizada, entéo,
a contagem do numero de fetos, bem como do numero de sitios de
implantacdo. Em seguida foi feita a pesagem dos fetos individualmente e das
placentas de cada feto. Os fetos foram examinados macroscopicamente e
avaliados quanto a presenca de anomalias e/ou malformacdes congénitas. As
ratas foram entdo eutanasiadas por excesso dos mesmos anestésicos, para a
remocao e pesagem dos seguintes orgaos: ovarios, figado, rins, baco, coracéao,
estdbmago e supra-renal . Os corpos luteos foram contados, com auxilio de uma
lupa, nos ovérios direito e esquerdo de cada animal e os sitios de implantacao
uterina foram contados a olho nu nos dois cornos apés a retirada dos fetos. Os

parametros reprodutivos analisados foram os seguintes ,OECD, 2001

e INDICE DE IMPLANTACAO = (n° implantacées/n® corpos liteos) x 100;
e INDICE DE REABSORCOES = (n° reabsor¢Bes*/n° implantes) x
100*sendo o n° de reabsor¢des = (n° implantes) — (n° fetos).

e PERDAS PRE-IMPLANTES = (n° de corpos liteos — n° de implantes/n®
de corpos luteos) x 100;

e PERDAS POS-IMPLANTE = (n° de implantes — n° de nativivos/n® de
implantes) x 100

e RELACAO PROLE/MAE: representada pelo nimero de fetos nascidos

vivos por fémea prenhe.

e INDICE DE NASCIMENTO: representado pela divisdo do nimero de
filhotes nascidos vivos pelo nimero total de filhotes nascidos multiplicado

por cem.

4.4.4 Avaliagao da toxicidade subcrdnica e reprodutiva do EETF em
ratos Wistar

Foram utilizados 32 ratos sexualmente maduros (180-240g), divididos
aleatoriamente em 4 grupos, com 6-8 animais, segundo os tratamentos: veiculo

(dgua destilada), EETF a 80, 240 e 720 mg/kg. Os animais foram tratados
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diariamente durante 30 dias por via oral através de sonda oro-gastrica

(gavagem).

A massa corporal foi avaliada nos dias 1, 3, 10, 17, 24 e 30. No trigésimo
dia, apOs o processo de eutandsia com excesso de cetamina e xilazina, como
previamente descrito, 0s seguintes 6rgdos foram retirados para pesagem e
avaliacao histologica: figado, rins, adrenais, testiculos, vesiculas seminais e
préstata. Cada orgao foi dissecado e pesado em balanca analitica, sendo que
0s oOrgaos pares foram pesados conjuntamente. O resultado foi expresso em
massa absoluta e massa relativa (peso do érgao/peso corporal x 100).

4.5 Analise estatistica

Os dados paramétricos, foram expressos como média + erro padréo da
média e 0s ndo paramétricos e mediana e valor maximo e minimo. Nas
comparacdes entre os grupos foi utilizada Analise de Variancia (ANOVA)
seguida pelo teste de Dunett, para os dados paramétricos, e Kruskal-Walis
para os dados ndo paramétricos. Em todas as situa¢des foi adotado o nivel de
significancia p < 0,05. Para andlise dos dados e confeccdo dos graficos foi

utilizado o programa estatistico GraphPad Prism® 5.03.
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5 RESULTADOS

5.1 Toxicidade aguda de EETF e fragbes em camundongos

O tratamento agudo com EETF na dose de 1g/kg ndo provocou morte, ja
os tratamentos com EETF e FHEX-EETF na dose de 2g/kg provocou 40% de
morte nos animais, nas primeiras 48 horas pos-tratamento (Tabela 2).
Enquanto isso, o grupo tratado com 2g/kg da FHA-EETF apresentou apenas
20% de mortalidade e essas mortes s6 ocorreram apds 72 horas do tratamento

agudo.

Tabela 2 - Mortalidade de camundongos Swiss (fémeas) apods tratamento
agudo, até 14 dias, com extrato etandlico (EETF), fracdo hidroalcoolica (FHA-
EETF), fracdo aquosa (FAQ-EETF) ou fragdo hexanica (FHEX-EETF) da casca

do caule de Terminalia fagifolia Mart. & Zucc.

Tratamento

Veiculo EETF FHA-EETF FAQ-EETF FHEX-EETF

2g/kg 2g/kg 2g/kg 2g/kg
NUumero de mortes 0/5 2/5 1/5 0/5 2/5
% morte 0 40 20 0 40

Ao fim dos 14 dias de observacao foi avaliado o ganho de peso dos
animais sobreviventes, segundo o tratamento. As médias de ganho de peso
dos grupos tratados com EETF (5,37+£1,09%), FHA-EETF (4,14+1,50%), FAQ-
EETF (3,99+1,53%) e FHEX-EETFA (4,48%+1,65%) nao tiveram alteracdo
significativa em relacdo ao grupo veiculo (3,90+ 1,15%) (Figura 6). Nao houve
alteracdo no consumo de racdo nos animais tratados com extrato ou fracdes
em relacdo ao veiculo. Com relacdo ao consumo de agua, todos os animais
tratados com extrato e fracdes diminuiram significativamente a ingestdo de
agua em relacdo ao grupo controle, sendo a redugé@o ainda maior nos tratados

com as fracOes (Tabela 3).
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Figura 6 - Ganho de peso de camundongos Swiss (fémeas) por 14 dias apos
tratamento agudo com extrato etandlico (EETF), fracdo hidroalcoolica (FHA-

EETF), fracdo aquosa (FAQ-EETF) ou fragdo hexanica (FHEX-EETF) da casca

do caule de Terminalia fagifolia Mart.& Zucc.

% ganho de peso

Tratamentos

Tabela 3- Consumo diario de agua e racao (médiatepm) de camundongos
Swiss (fémeas) durante 14 dias, ap6s tratamento agudo com extrato etanodlico
(EETF), fracdo hidroalcoolica (FHA-EETF), fracdo aquosa (FAQ-EETF) ou
fracdo hexanica (FHEX-EETF) da casca do caule de Terminalia fagifolia Mart.
& Zucc.

Parametro
Tratamento Agua (mL) Racdao (g)
Veiculo 21,83 +1,76 3.24 +0,29
EETF 13,2511,59** 4.58 +0,52
FAq- EETF 8,35+1,15 4.41+0,71
FHA-EETF 8,14+0,91 4.98+0,52
FHEX-EETF 8,41+1,00” 3.33+1,11

Nota: A diferen¢a entre os grupos foi verificada através da andlise de variancia (ANOVA) seguida do teste
de *p < 0,05,** p <0,0001 vs veiculo.
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5.2 Efeitos do tratamento subcrénico com EETF ou fracbes em ratas
Wistar

Observou-se que o tratamento com EETF alterou o ganho de massa
corporal das fémeas, sendo que o grupo veiculo apresentou ganho de massa
de 8,8 £5,02% e a dose de 720 mg/kg reduzio esse ganho para 3,41+1,91%
(Figura 7). Esta alteracao foi encontrada sem ocorrer alteragcdo no consumo de

racao ou de agua desses grupos (Tabela 4).

Figura 7- Ganho de peso de ratas Wistar apos 30 dias de tratamento com

extrato etandlico da casca do caule de Terminalia fagifolia Mart. & Zucc.

% ganho de peso

Tratamentos

Nota: A diferenca entre os grupos foi verificada através da andlise de variancia
(ANOVA) seguida do teste de *p < 0,05 vs veiculo.
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Tabela 4- Consumo diario de ragcéo e agua por ratas Wistar tratadas durante 30

dias com extrato etandlico da casca do caule de Terminalia fagifolia Mart. &

Zucc.
Parametro
Tratamento Agua (mL) Raco (g)
Veiculo 24,88 4,22 9,79 0,44
80 mg/kg 23,43 +3,39 8,90 +0,43
240 mg/kg 26,78 +4,32 9,33 0,51
720 mg/kg 19,96 +3,42 8,63 +0,44

O tratamento subcrénico com as fracbes FHA-EETF e FHAQ-EETF na
dose de 240mg/kg nédo alterou a evolucdo do peso das ratas (Figura 8), ndo
alterou o consumo de agua bem como o consumo de racdo em relacdo aquelas

gue foram tratadas com agua destilada (Tabela 5).

Figura 8- Ganho de peso de ratas Wistar apds 30 dias de tratamento com
fracdo hidroalcolica (FHA-EETF) ou aquosa (FAq -EETF) do extrato etandlico

da casca do caule de Terminalia fagifolia Mart. &. Zucc.
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Tabela 5- Consumo diario de racdo e agua (médiatepm) de ratas Wistar

tratadas durante 30 dias com fracdo hidroalcéolica (FHA-EETF) ou fracdo

aquosa (FAq -EETF) do extrato etandlico da casca do caule de Terminalia

fagifolia Mart. & Zucc.

Tratamentos Agua (mL) Ragdo (9)
Veiculo 24,88 +4,22 9,79 £0,44
FHA-EETF 240 mg/kg 21,54+3,89 9,73+2,28
FAQ-EETF 240 mg/kg 25,55 +4.27 11,70 +2,62

A ocorréncia de estros e o intervalo entre estros observados nos

grupos tratados com EETF, FHA-EETF e FAQ-EETF ndo apresentaram

diferenca significante em relagdo ao grupo veiculo (Figura 9 e 10).

Figura 9 - Intervalo entre estros (A) e nimero de estros (B) em ratas Wistar

submetidas aos tratamentos com extrato etandlico da casca do caule de

Terminalia fagifolia Mart. & Zucc. durante 30 dias
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Figura 10 - Intervalos entre estros (A) e nimero de estros (B) em ratas Wistar
submetidas aos tratamentos com fracdo hidroalcolica (FHA-EETF) ou fracéo
aquosa (FAq -EETF) do extrato etandlico da casca do caule de Terminalia

fagifolia Mart. & Zucc. durante 30 dias
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A contagem de foliculos ovarianos e identificacdo de etapas de
desenvolvimento a partir dos cortes histoldégicos dos ovarios das ratas tratadas
mostraram que ndo houve diferenca entre médias dos grupos avaliados
(Tabela 6 e 7).

Tabela 6- NUmero médio de foliculos ovarianos de ratas Wistar submetidas aos
tratamentos com extrato etandlico da casca do caule de Terminalia fagifolia
Mart. & Zucc durante 30 dias

Tratamento  Foliculo primario Foliculo secundario Foliculo

terciario
Veiculo 5,17+0,95 5,17+0,79 2,17+0,40
80 mg/kg 4,14+ 0,67 5,14+ 0,83 2,20+ 0,37
240 mg/kg 6,88+ 0,77 7,38+ 1,46 2,50+ 0,50
720 mg/kg 3,60+ 0,87 5,00+ 0,84 1,40+ 0,24
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Tabela 7- Numero médio de foliculos ovarianos de ratas Wistar submetidas aos
tratamentos com fracdo hidroalcolica (FHA-EETF) ou fracdo aquosa (FAQ -
EETF) do extrato etandlico da casca do caule de Terminalia fagifolia Mart. &

Zucc. durante 30 dias

Tratamento Foliculo Foliculo Foliculo

primario secundario terciario
Veiculo 5,17+ 0,95 5,17+ 0,79 2,17+ 0,40
FHA-EETF 240 mg/kg 8,33+0,67 5,57+1,17 3,00+0,44
FAQ-EETF240 mg/kg 6,00+1,08 4,60+1,08 3,20+0,73

Quanto ao peso relativo dos 6rgdos dos animais, 0s grupos tratados
com EETF, FHA-EETF e FAQ-EETF ndo apresentaram diferenca estatistica em

relacdo ao grupo veiculo (Tabela 8 e 9)

Tabela 8 - Massa relativa (mg/100g de peso corporal) dos 6rgdos de ratas
Wistar submetidas aos tratamentos com extrato etandlico da casca do caule
de Terminalia fagifolia Mart. & Zucc. durante 30 dias

Figado Rins Baco Coracgéo Utero Ovarios Estdmago
Tratamento
Veiculo 3254 +99,44  677,2+15,46 341,2 +18,81 343,418,640  242,1+27,18 51,613,322  640.9 +27.16
80mg/kg 3246 £121,7  675,4 +25,76 385,6 £23,34 329,4 10,61  279,1+34,05  5562+3,833  686,5%31,10
240mg/kg 3579+164,6  664,8 +25,73 374,2 +23,03 324,5+12,94  228,7+30,26 48,442,878  677,4 +22,88

720mg/kg 3525 +131,3 708,4 £19,39 358,5 +10,41 330,3 £8,244 206,8 £15,80 44,17 +3,851 742,3 £ 29,74
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Tabela 9 - Massa relativa (mg/100g de peso corporal) dos érgdos de ratas
Wistar submetidas aos tratamentos com fracdo hidroalcolica (FHA-EETF) ou
fracdo aquosa (FAq -EETF) do extrato etandlico da casca do caule de

Terminalia fagifolia Mart. & Zucc. durante 30 dias

Figado Rins Baco Coragéo Utero Ovério Estdmago
Tratamento
Veiculo 3254 +99,44  677,2+1546  341,2+18,81  343,4+8,640  242,1+27,18 51,61+3,322 6409 +27,16
gr(?millzllr 3384 +141.8  735.1%53.18  416,0+28,18 328,8+12,34  261,8+38,79  54,25%3,714  592,0 +28,06
AQ-EETF
240mglkg 3226 +43,65  657,2+24,52  344,1+24,33 300,219,607 211,846,336  43.05+4.65 661,8 +6,60

Amostras de soro foram analisadas para: creatinina, ALP, AST, uréia e
fosfatase alcalina. Todos os grupos apresentaram resultados estatisticamente

semelhantes como mostrado na tabela 10.

Tabela 10- Parametros bioquimicos avaliados em ratas Wistar submetidas aos
tratamentos com extrato etandlico da casca do caule de Terminalia fagifolia
Mart. & Zucc durante 30 dias.

Creatinina ALP AST uréia fosfatase
alcalina
Tratamento
Veiculo 0,29+0,04 57,9+6,10 187,1+30,5 105,6+7,0 96,4+27,2
80 mg/kg 0,31+0,02 54,3+2,95 180,7+13,1 90,3+6,54 194,7+76,9
240 mg/kg  0,29+0,03 451+7,84 238,7+42,1 88,4+10,30 165,8+27,7
720 mg/kg  0,23+0,04 38,4+5,84 181,2+14,9 102,2+12,29 132,6+64,9
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Tabela 11- Parametros bioquimicos avaliados em ratas Wistar submetidas aos
tratamentos com fracdo hidroalcolica (FHA-EETF) ou fracdo aquosa (FAQ -
EETF) do extrato etandlico da casca do caule de Terminalia fagifolia Mart. &

Zucc. durante 30 dias

ALP AST uréia fosfatase
alcalina
Tratamento
Veiculo 57,9+6,10 350,6+94.4  1056+7,0  96,4+27,20
FHA-EETF 240 mg/kg 52,4+3,75 198,3+31,67 40,43t251  856+24,18
FAQ-EETF 240 mg/kg 52,5+4.40 189,6+38,99  41,0£2,68 77,37+30,80

5.3 Parametros de toxicidade reprodutiva em ratas Wistar fémeas prenhes

O tratamento com EETF, FHA-EETF e FAQ-EETF em ratas néo
provocou alteracdo na evolugédo do peso materno quando comparado ao grupo

veiculo (Figura 11 e 12)

Figura 11- Ganho de peso de ratas Wistar prenhes nos 20 dias de tratamento
com extrato etandlico da casca do caule de Terminalia fagifolia Mart. & Zucc.
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Figura 12- Ganho de peso de ratas Wistar prenhes nos 20 dias de tratamento
com fracdo hidroalcolica (FHA-EETF) ou fracdo aquosa (FAq -EETF) do

extrato etandlico da casca do caule de Terminalia fagifolia Mart. & Zucc.
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Os parametros reprodutivos: relacdo prole/mae, namero de
reabsorcbes, indice de reabsorcdo, numero de implantacdes, indice de
implantacdo, peso da placenta, peso fetal e peso do Utero ndo apresentaram
diferenca significativa em relacdo as médias do grupo veiculo. (Tabela 12).

Tabela 12- Médias (T) e medianas (¥ ) dos parametros reprodutivos avaliados
em ratas Wistar prenhes tratadas, durante 20 dias, com extrato etandlico da
casca do caule de Terminalia fagifolia Mart. & Zucc.

Variaveis Tratamentos
reprodutivas

Veiculo 80 mg/kg 240 mg/kg 720 mg/kg
0,0

indice reabsorgéo T 14,28 3,570 10,00 ,
) (0,00-25,00) (0,00-11,10) (0,00-15,38) (0,0-10,00)
indice implantag&o T 100,0 90,00 100,0 100,0
(80,00-100,0) (63,60-93,33) (77,00-100,0) (100,0-100,0)
Perdas pré-implantes T 6,250 10,00 0,0 0,0
(0,0-20,00) (6,000-36,36) (0,0-22,22) (0,0-0,0)
Perdas pOs-implantes T 0,0 7,142 10,00 0,0
(0,0-16,16) (0,0-11,11) (0,0-15,38) (0,0-9,090)
indice de nascimento T 100,0 100,0 100,0 100
B (100,0-100,0) (100,0-100,0) (100,0-100,0) (100,0-100,0)
Relacdo Prole/Mae xI 8,00 10,14 9,00 10,75
Peso placenta T 0,53+0,01 0,50+0,01 0,55+0,01 0,5740,01
Peso feto T 2,9140,07 2,60+0,05 3,10+0,06 2,98+0,07
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O tratamento das ratas prenhes com FHA-EETF 240mg/kg e FAQ-EETF

240 mg/kg provocou aumento nos valores médios do peso fetal por ninhada

(Tabela 13).

Tabela 13- Médias ,T, e medianas, ¥ ,dos parametros reprodutivos avaliados
em ratas Wistar prenhes tratadas, durante 20 dias, com fracdo hidroalcolica
(FHA-EETF) ou fracdo aquosa (FAq -EETF) do extrato etandlico da casca do

caule de Terminalia fagifolia Mart. Zucc.

Variaveis reprodutivas Tratamentos

Veiculo FHA-EETF FAQ-EETF
indice reabsorgéo * (0,%3‘_'2%%0) (0,0(_)2’2,57) (o,o(-)ifcs),ls)
indice implantacéo T (80,(1)8%80,0) (go%gfi%,o) (81,18(33’8),0)
Perdas pre-implantes i (0%-3380) (0%-2880) (o,o(-)é%oo)
Perdas pos-implantes < 00016 053an .
indice de nascimento _? (10%8-01'0%,0) (10(1),003’8),0) (10(1)83’8),0)
Relagéo Prole/Méae X 8,00 8,16 9,85
Peso placenta I 0,53+0,01 0,56+0,01 0,54+0,01
Peso feto T 2,90+0,07° 3,58+0,05" 3,73+0,08°

Nota: A diferenga entre os grupos foi verificada através da andlise de variancia (ANOVA) seguida do
Teste Dunett p <0,001 vs veiculo.

De forma semelhante as fémeas nuliparas, Tabelas 8 e 9, os animais
prenhes tratados com EETF, FHA-EETF e FAQ-EETF ndo apresentaram
diferenca entre os pesos relativos de 6rgdos em relacdo aos do grupo veiculo

(Tabela 14 e 15).

Tabela 14- Massa relativa (mg/100g de peso corporal) dos 6rgaos de ratas
Wistar prenhes submetidas ao tratamento, durante 20 dias, com extrato

etandlico da casca do caule de Terminalia fagifolia Mart. Zucc.

Figado Rins Bago Coracdao Utero Ovario Estdbmago

Veiculo 3584 +130,0 529,0+22,14 367,0+1556 278.0+9.881 1274 +144,1 34,64 +5449 571,7 +31,05

80mg/kg 4044 8129 578,51+22,34 306,5+1580 291,1+1222 1614 +207,1 38,36+12,14 539,5+32,17
240mg/kg 4009 +135,6 532,1 +28,69 332,9+7,956 274,5+18,99 1435+98,56 43,11 +10,02 636,6 +33,71
720mg/kg 3947 £156,7 531,5+11,79 320,4 +21,54 264,7 +11,86 1401 +189,6 42,75+4,310 587,4 +32,67
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Tabela 15- Massa relativa de o6rgdos avaliados de ratas Wistar prenhes
tratadas, durante 20 dias, com fracdo hidroalcolica (FHA-EETF) ou fracdo
aquosa (FAq -EETF) do extrato etandlico da casca do caule de Terminalia

fagifolia Mart. Zucc.

Figado Rins Baco Coragéo Utero Ovério Estémago
Veiculo 3584 +130,0  529,0+22,14 367,015,556  278.0+9.881 1274 +144,1 34,64 +5449 571,7 £31,05
FHA-EETF
240mg/kg 3611 +231,9 565,3 £26,51 317,5+£12,84 294,5 £20,70 1854 +109,1 35,61 £1,268 602,7 £29,22
FAQ-EETF

240mg/kg 317212146 49532240  347,4%2390  280,8+1393  2060%139,5 48,15+4,961  516,5 +20,42

5.4 Efeitos do tratamento subcrénico com EETF em ratos Wistar machos

O tratamento com EETF por 30 dias ndo provocou alteracdo em ganho
de peso, consumo de racdo e consumo de agua nos animais (Figura 13 e
Tabela 16).

Figura 13- Ganho de peso de ratos Wistar apds 30 dias de tratamento com
agua destilada (veiculo) ou com extrato etandlico da casca do caule de
Terminalia fagifolia Mart. Zucc.
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Nota: Nao houve diferenca entre os grupos, verificada na analise de
variancia (ANOVA) seguida do Teste Dunett.
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Tabela 16- Consumo diario de racdo e agua de ratos Wistar tratadas durante
30 dias com extrato etanolico da casca do caule de Terminalia fagifolia Mart.
Zucc.(EETF)

Agua (mL) Rac&o (g)
Tratamentos
Veiculo 39,78+ 7,00 19.94+2.875
80 mg/kg 38,85+ 3,03 19.26+2.552
240 mg/kg 26,72+ 4,84 21.15+2.948
720 mg/kg 28,31+ 4,29 17.88+2.664

No tratamento por 30 dias com EETF nas doses de 80, 240 e 720 mg/kg
ndo provocou alteracdo no peso relativo dos 6rgdo de ratos Wistar em relacéo
ao grupo veiculo (Tabela 17 e 18)

Tabela 17- Massa relativa (mg/100g de peso corporal) dos érgaos de ratos
Wistar submetidos ao tratamento, durante 30 dias, com extrato etandlico da
casca do caule de Terminalia fagifolia Mart. Zucc (EETF)

Figado Rins Baco Coracéo Estébmago
Tratamentos
veiculo 3196+ 96,1  680,4+12,08  296,2+11,33  328,3t16,78  526,8+ 18,82
80mg/kg 3199+ 153,9 596,1+85,67  261,1+9,643  339,8£23,10  487,9+ 75,06
240mg/kg 3212+76,9  691,0+6,95 302,3t83,24  349,5:17,10  585,2t6,71

720mg/kg 2963+855  533,4+16,13  306,2+2220  298,8+9,59 533,4+ 16,13
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Tabela 18- Massa relativa (mg/100g de peso corporal) dos 6rgaos de ratos
Wistar submetidos ao tratamento, durante 30 dias, com extrato etanélico da

casca do caule de Terminalia fagifolia Mart. Zucc (EETF)

Vesicula Préstata Testiculo Epididimo
seminal
Tratamentos
Veiculo 507,8+ 36,16 160,8+ 9,29 1115z 33,13 253,1+ 17,19
80mg/kg 446,3+ 50,73 150,6+ 9,96 1024+ 46,46 175,1+ 22,83
240mg/kg 367,3+ 40,08 155,8+ 23,17 1018+ 8,29 268,6+ 21,20

720mg/kg 396,3+ 19,50 142,5+ 11,59 1050 29,44 220,8+ 20,46
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6 DISCUSSAO

Propriedades antioxidantes de extratos e fracbes da Terminalia
fagifolia e atividade farmacalogicas observadas oram detectadas nos estudos
de Sousa et. al (2007) e Ayres et al. (2009). Os resultados descritos nos
referidos trabalhos estimularam a continuidade das pesquisa com esta espécie,
por apresentar flavonoides como constituinte majoritario, que possuem
potencial antioxidante, é possivel que um antioxidante atue como protetor em
determinado sistema e desprotetor em outro, ou até mesmo que aumente as
lesdes induzidas em outros tipos de sistemas (MORAIS et. al, 2009). Diante
deste contexto € necessario estudos toxicolégicos dos extratos da planta a fim
de corroborar com o aprofundamento no conhecimento das propriedades
medicinais da Terminalia fagifolia.

Testes para estudo de toxicidade aguda s&o realizados no intuito de
observar efeitos adversos que ocorram 24h apdés a administracdo da
substancia teste e nortear a faixa de dose que pode ser administrada em
protocolos subcrénicos, sem que ocorra mortalidade e elucidacdo de 6rgaos e
sistemas alvos da toxicidade aguda (VALADARES, 2006).

No modelo experimental adotado, observando: a mortalidade,o ganho de
peso, o consumo de agua e o consumo de racao, considerando-se os padrées
da OECD o tratamento agudo com 2g/kg de EETF, FHA-EETF, FAQ-EETF ou
FHEX-EETF mostrou-se praticamente atdoxico neste ensaio. Pelos resultados
obtidos os extratos foram classificados na categoria 5, onde a estimativa para a
dose letal média oral € de 2g/kg<DLsp<5g/kg. O mesmo documento nao
aconselha a realizacdo do teste de toxicidade aguda utilizando a dose de

5000mg/kg, como uma forma de protecéo a vida do animal (OECD, 2001).

O experimento de toxicidade aguda norteou a escolha das doses a
serem utilizadas nos protocolos subcronicos. O nivel de dose foi estabelecido
em trés valores suficientemente espacadas (razdao 3) para mostrar diferenca na
gradacao dos efeitos toxicos. Nos grupos tratados com EETF as doses testes

foram de 80, 240 e 720 mg/kg e para os grupos tratados com FHA-EETF e
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FAQ-EETF foi de 240 mg/kg valor proximo da dose terapéutica sugerida em
estudos preliminares (dados néo publicados).

O estudo toxicolégico experimental com animais tem como propdésito a
avaliacao de risco de determinada substancia a organismos vivos. Um agente
gque produz um efeito adverso durante o tratamento experimental (morte,
anomalias estruturais, alteracdo no crescimento e déficit funcionais) pode
representar um perigo para os seres humanos. Esta suposicao é baseada em
comparacdes de estudos de agentes toxicos para humanos (US EPA, 1996).
Respaldando-se nas resolu¢des nacionais e internacionais, o desenho deste
estudo experimental buscou também investigar os possiveis efeitos deletérios
do tratamento subcrénico com EETF, FHA-EETF e FAQ-EETF sobre o sistema
reprodutor feminino (nuliparas e prenhes) e masculino bem como nos outros

orgaos vitais e de grande fluxo sanguineo (figado, rins e coracao).

Nas ratas nuliparas, o tratamento com EETF, FHA-EETF e FAQ-EETF
durante 30 dias ndo provocou mudancas de duracao, seqiéncia do ciclo estral
e repetibilidade dos ciclos seguinte, em relacdo aos animais do grupo veiculo.
Estes dados indicam que o tratamento ndo promoveu distirbio no eixo
hipotalamo-hipéfise-ovariano, preservando a funcéo reprodutiva (ANDREWS et
al., 2002).

Os sinais de intoxicacdo sistémica foram avaliados a partir da reducao
da massa corporal dos animais experimentais, reducdo do consumo de agua e
racdo, alteracbes comportamentais, apatia e outras alteragcbes que podem
sinalizar, por exemplo, injuria hepética. Apenas as fémeas tratadas com EETF
na dose de 720 mg/kg apresentaram reducdo do ganho de peso massa
corpérea) em relacdo ao grupo veiculo, sem alteracdo no consumo de agua e
racdo.. Considerando-se que no experimento com machos nao houve reducéo
do ganho nas mesmas doses do experimento com fémeas e que nao se
observou nenhum sinal relevante de intoxicacdo sistémica nos 30 dias de
tratamento com EETF e fracGes, pode-se considerar que as doses estudadas

nao foram capazes de induzir efeitos toxicos relevantes (US EPA, 1996).

Efeitos téxicos sobre os sistemas biol6gicos podem ser observados

pelos padrdes séricos de ureia, creatinina, cujas alteragdes fornecem indicios
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de sobrecarga renal, insuficiéncia renal aguda ou, ainda, de aumento no
catabolismo protéico (VIJAYALAKSHMI, MUTHULAKSHAMI,
SACHADANANDAM, 2000; ADEBAYO et al., 2003;). As alteracbes nas
enzimas aminotransferases (AST e ALT U/L) e fosfatase alcalina séricas séo
importantes indicadores de lesGes nas células hepaticas. Uma droga néo
provoca danos ao figado sem interferir com a atividade normal de suas
enzimas (ALIA et al., 2003). O perfil bioquimico dos animais demonstrou
semelhanca estatistica entre os grupos e que todos os parametros avaliados
estdo dentro dos valores de referéncia (RODRIGUES et al., 2006), o que néo
indica niveis significantes de toxicidade hepatica ou renal no tratamento

subcronico.

A exposicdo materna a agentes quimicos, durante o periodo de
gestacéo, pode resultar em alteracées no desenvolvimento do concepto. Essas
alteracdes dependem de fatores inerentes ao organismo materno, da
funcionalidade placentaria ou de uma acdo direta do proprio organismo
embriofetal que, por vez, pode ocasionar a morte do concepto, malformacdes
e/ou anomalias, ou ainda prejuizo no desenvolvimento fisico e/ou

comportamental do recém-nascido (EOCD, 2001)

O uso de plantas medicinais na gestacdo pode resultar em diferentes
alteracbes no desenvolvimento embriofetal, devido a interferéncia na
implantacdo embrionaria, com efeito abortivo (embrioletalidade) ou
embriofetoxidade (LEMONICA; DAMASCENO, DI-STASI, 1996; LYRA et al.,
2005;). Neste estudo, avaliou-se a performance reprodutiva materna, por meio
da observacdo dos parametros, peso materno, numero de fetos vivos e

porcentagem de perdas pré e pos-implantacao.

Levando em consideracdo a maior possibilidade de absorcdo do
medicamento no periodo gestacional, durante a realizacdo dos ensaios
toxicoldgicos, deve-se ficar atento aos sinais clinicos, evidentes de toxicidade

materna, que resultem na morte ou redugédo no ganho de peso corporal.

A perda de massa corporal é um dos principais indicadores de toxidade
materna, pois 0 ganho de peso insuficiente pode acarretar a restricdo de

crescimento intra-uterino (LYRA et al., 2005). Neste estudo, ndo houve
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diferenca significativa de ganho de peso entre as ratas do grupo veiculo e as
tratadas com EETF, FAQ-EETF ou FHA-EETF.

No periodo pré-implantacdo o embrido se encontra com células
indiferenciadas em divisdo mitdtica. A reducdo do numero de células no
embrido, durante essa fase, pode induzir retardo na formacdo do blastocisto
(KOLA & FOLB, 1986) e, consequentemente, aumento nas perdas pré e pos-
implantacdo. As taxas de perdas pré e pos-implantacdo constituem a relacéo
entre o numero de odcitos liberados e aqueles que, depois de fecundados, nao
conseguiram ser implantados no Utero. Enquanto que perda pos-implantacao
referem-se a relacédo entre o niumero de blastocistos implantados e aqueles que
nao conseguiram se desenvolver. Ao blastocisto implantado que néo
desenvolveu da-se o nome de “reabsorcdo” e isso indica a falha no
desenvolvimento do embrido (ALMEIDA; LEMONICA, 2000).

Os resultados apontam a néo interferéncia dos tratamentos com EETF,
FAQ-EETF e FHA-EETF nos padrdes de desenvolvimento de fases pré e pos
implantacéo. A reducdo do peso fetal no grupo tratado com 80mg/kg de EETF
pode apontar efeito fetotoxico, observacdo ndo confirmada quando do
tratamento com doses maiores (240 e 720 mg/kg), mostrando n&o ser
dependente da dose e por isso uma evidéncia pouco consistente de toxicidade.
J& nos grupos tratados com FAQ-EET e FHA-EETF observou-se aumento
significativo de peso nos fetos o que pode estar associado a ganho de massa
corporal dos fetos ou apenas acumulo de liquidos (LYRA et al., 2005). Isso
pode ser um efeito favoravel no caso tenha ocorrido um ganho de massa por

crescimento dos fetos.

As principais variaveis analisadas em toxicologia sistémica e reprodutiva
masculina séo: desenvolvimento fisico (ganho de peso e peso corporal), peso
de 6rgdos ndo reprodutivos, peso dos testiculos e glandulas acessérias
(OSHIO; GUERRA, 2009). O monitoramento da massa corporal durante o
tratamento prové um indice do estado geral de saude dos animais, e essa
informacgao pode ser importante para a interpretacdo dos efeitos reprodutivos.
Reducdo na massa corporal ou redugcédo no ganho de massa pode refletir uma

variedade de respostas, incluindo anorexia induzida pelo tratamento, ou
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toxicidade sistémica (US EPA, 1996). Na presente pesquisa, ndo houve
diferenca no ganho de massa de machos dos grupos tratados com EETF, bem
como ndo ocorreu nenhuma alteracdo nos outros parametros toxicolégicos
observados, como alteracdo peso de 6rgaos, alteracdo de consumo de ragéo

ou agua.
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7 CONCLUSAO

O numero de mortes apds o tratamento agudo resultou na estimativa
de dose letal acima de 2 g/kg e abaixo de 5g/kg para extrato etandlico e
fracbes O tratamento subcrdnico com extrato etandlico da casca do caule de
Terminalia fagifolia Mart. & Zucc. e fracdes (hidroalcoolica e aquosa) nao
alterou o ganho de peso, consumo de racdo e agua, ocorréncia de estros,
intervalos entre estros e perfis bioquimicos. Além disso, ndo provocou
mudancas no aspecto macroscopico e microscopico dos 6rgdos dos animais.
No ensaio de toxicidade gestacional ndo houve diferenca entre 0s grupos
controle e tratados quanto ao numero de fetos vivos e mortos, peso das
placentas e dos ovarios, numero de locais de implantacdo, nimero de sitios de
reabsorcdo, numero de corpos liteos nos ovarios, nem quanto as taxas de
perda pré e pos-implantagdo. No ensaio de avaliagdo da toxicidade subcrénica
sistémica e reprodutiva em ratos Wistar tratados com EETF, ndo foram
observadas alteracdes nos oOrgaos reprodutivos avaliados. Por conseguinte,
conclui-se que o extrato etandlico da casca do caule de Terminalia fagifolia
Mart. & Zucc. (Combretaceae) e suas fragbes ndo apresentam efeito toxico
agudo ou subcrdénico sistémico ou reprodutivo em camundongos e ratos
machos ou fémeas, no limite das doses utilizadas neste experimento, indicando
ser seguro para aplicacéo oral e a possibilidade de aproveitamento do potencial

terapéutico da espécie na producédo de fitoterapicos.
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ANEXO A

Solucéo e preparos

1.0 Solucao neutra fosfato tamponada de formol

Formaldeido 37-40%.............ccevveeenn.. 100 ml

Agua destilada..............c.ccveuene.... 900 ml

Fosfato de Na monobasico (NaH2P0O4.H20)....... 4049
Fosfato de Na dibasico anidro (Na2HPO4)......6,5 g
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