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RESUMO

MOURA, E. R. AVALIAQAO DA TOXICIDADE REPRODUTIVA E SISTEMICA DO
LATEX DE Himatanthus sucuuba (Spruce) Woodson EM ROEDORES. 2016. 59f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal) - Programa de P6s Graduacdo em Ciéncia Animal,
Universidade Federal do Piaui, Teresina, 2016.

A Himatanthus sucuuba é utilizada pela populacdo para o tratamento de diversas
enfermidades e seus compostos ativos exibiram propriedades biolégicas tais como
atividades anti-inflamatéria, analgésica, atividade leishmanicida e antitumoral.
Nesse contexto, objetivou-se investigar os possiveis efeitos do latex diluido
de Himathanthus sucuuba (LdHs) nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg sobre o sistema
reprodutivo e outros sistemas organicos de roedores. O latex foi coletado na zona
rural de Timon-MA e diluido em &agua. Utilizou-se ratas Wistar nos protocolos
toxicidade sistémica, avaliagdo do ciclo estral e toxicidade gestacional. Foram
utilizados camundongos fémeas nos protocolos toxicidade gestacional e avaliacdo
da progénie. Esses animais receberam o LdHs por gavagem. Para a avaliacdo dos
dados, foi aplicada ANOVA seguida pelo teste de Dunett (p < 0,05). Os resultados
demostraram que houve uma diminui¢cdo no consumo diario de racdo e uma
interferéncia negativa no desenvolvimento ponderal no grupo tratado com a dose
100 mg/kg e houve ainda um aumento no consumo diario de agua no grupo 50
mg/kg. No entanto, ndo houve alteracdo dos parametros bioquimicos (ureia,
creatinina e fosfatase alcalina) nem os pesos absolutos e relativos dos Orgéos
(figado, rim, baco, utero, ovario, coracdo, pulméo e adrenais) nas doses testadas.
Na anéalise histologica dos tecidos ndo houve diferenca significativa em relacdo ao
controle. O numero de foliculos primarios, na dose 100 mg/kg de LdHs, foi
superior ao do grupo controle. Foi observado ainda uma diminui¢cdo no namero de
ciclos estrais e um aumento na duracdo média do ciclo estral nesse grupo, porém
nenhuma das doses afetou a frequéncia relativa das fases do ciclo estral. As ratas
gestantes que receberam o tratamento nas doses 25 e 100 mg/kg de LdHs, durante
0 8° ao 19° dia de gestacdo, ndo manifestaram diferenca significativa em relacéo
ao grupo controle nos parametros gestacionais analisados nem no desenvolvimento
ponderal. Visando avaliar possiveis efeitos teratogénicos do LdHs, avaliaram-se as
doses 25, 50 e 100 mg/kg em camundongos fémeas gestantes. Nenhuma das doses
de LdHs interferiu negativamente nos parametros gestacionais investigados nem
na ossificacdo dos fetos, assim como, também ndo promoveu malformacdes
viscerais na prole. Portanto, as doses 25 e 50 mg/kg de LdHs se revelaram seguras,
entretanto a dose 100 mg/kg ndo causou interferéncias gestacionais mas diminuiu
a eficiéncia reprodutiva e promoveu uma baixa toxicidade sistémica pois causou
uma diminuicdo no consumo de racdo e interferiu no desenvolvimento ponderal.
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ABSTRACT

MOURA, E. R. TOXICITY ASSESSMENT REPRODUCTIVE AND SYSTEMIC OF
LATEX Himatanthus sucuuba (Spruce) Woodson IN RODENTS. 2016. 59f. Dissertacdo
(Mestrado em Ciéncia Animal) - Programa de Pds Graduacdo em Ciéncia Animal, Universidade
Federal do Piaui, Teresina, 2016.

The Himatanthus sucuuba is used by people for the treatment of various diseases and its active
compounds exhibited biological properties such as anti-inflammatory, analgesic, antitumoral
and antileishmanial activity. In this context, this study aimed to investigate the possible effects
of the latex diluted Himathanthus sucuuba (LdHSs) at doses of 25, 50 and 100 mg/kg on the
reproductive system and other organ systems of rodents. The latex was collected in rural Timon-
MA and diluted in water. We used Wistar rats in the protocols systemic toxicity evaluation of
the estrous cycle and gestational toxicity. Mice were used in females protocols gestational
toxicity and evaluation of progeny. These animals received LdHSs by gavage. For the evaluation
of the data was applied ANOVA followed by Dunett's test (p <0.05). The results showed that
there was a decrease in feed intake and weight development negative interference in the group
treated with the dose 100 mg/kg and there was also an increase in daily water intake in the
group 50 mg/kg. However, there was no change of biochemical parameters (urea, creatinine
and alkaline phosphatase) or the absolute and relative organ weights (liver, kidney, spleen,
uterus, ovary, heart, lung and adrenal glands) in the tested doses. Histological analysis of the
tissue there was no significant difference from the control. The number of primary follicles and
in the dose 100 mg/kg LdHs was superior to the control group. It was also observed a decrease
in the number of estrous cycles and an increase in the average duration of the estrous cycle in
this group, but none of the doses affected the relative frequency of the phases of the estrous
cycle. The rats pregnant women who received the treatment in doses 25 and 100 mg/kg of LdHs,
during the 8th to 19th day of gestation, did not show significant difference in the control group
on gestational parameters analyzed or the weight development. To evaluate possible teratogenic
effects of LdHSs, the doses be assessed 25, 50 and 100 mg/kg in mice pregnant females. None
of LdHs doses interfered negatively on gestational parameters investigated or ossification of
fetuses, and also did not cause visceral malformations in the offspring. Therefore, doses 25 and
50 mg/kg of LdHs have proved safe, though the dose 100 mg/kg caused no gestational
interference but decreased reproductive efficiency and promoted a low systemic toxicity as
caused a decrease in feed intake and interfere with the development weight.
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Esta dissertagcdo apresenta a seguinte estrutura formal: Um Introducéo, revisdo de
literatura e um Capitulo I contendo o artigo intitulado “Avalia¢io da toxicidade reprodutiva
e sisttmica do latex de Himatanthus sucuuba (Spruce) Woodson em roedores”, a ser
encaminhado para publicacdo no periddico Revista Brasileira de Plantas Medicinais. O artigo

foi estruturado de acordo com as normas técnicas da mesma.

1 INTRODUCAO

O homem busca, na natureza, recursos que melhorem sua condigéo de vida para, assim,
aumentar suas chances de sobrevivéncia pela melhoria de sua saude. Em todas as epocas e
culturas, ele aprendeu a tirar proveito dos recursos naturais locais (BRASIL, 2006a).

Embora a medicina moderna esteja bem desenvolvida na maior parte do mundo, a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) reconhece que grande parte da populagdo dos paises em
desenvolvimento depende da medicina tradicional para sua atencdo primaria, tendo em vista
que 80% desta populacdo utilizam préaticas tradicionais nos seus cuidados basicos de saude e
85% destes utilizam plantas ou preparagdes destas (BRASIL, 2006b).

Até a primeira metade do século XX, o Brasil era essencialmente rural e usava
amplamente a flora medicinal, tanto nativa quanto exotica. Hoje, a medicina popular do pais é
reflexo das unides étnicas entre os diferentes imigrantes e 0s inlmeros povos autoctones que
difundiram o conhecimento das ervas locais e de seus usos, transmitidos e aprimorados de
geracdo em geracdo. As plantas medicinais, as preparacOes fitofarmacéuticas e os produtos
naturais isolados representam um mercado que movimenta bilhdes de ddlares, tanto em paises
industrializados e em desenvolvimento (BRASIL, 2006a; LORENZI; MATOS, 2002).

O uso de fitoterapicos com finalidade profilatica, curativa, paliativa ou com fins de
diagndstico passou a ser oficialmente reconhecido pela OMS em 1978 (BRASIL, 2011),
quando recomendou a difusdo mundial dos conhecimentos necessarios para 0 Seu USO
(BRASIL, 2006b). Considerando-se que as plantas medicinais sdo importantes instrumentos
da Assisténcia Farmacéutica, varios comunicados e resolucdes da OMS expressam a posicdo
do organismo a respeito da necessidade de valorizar 0 uso desses medicamentos, no ambito
sanitario (BRASIL, 2006a).

A tradicionalidade de uso é uma forma de comprovacdo de seguranca e efetividade de
fitoterapicos permitida no Brasil desde a publicacdo da Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) n°
17/2000 ANVISA, que foi revogada pela RDC n° 48/2004, que por sua vez foi revogada pela RDC

n°® 14/2010, todas referentes ao registro de medicamentos fitoterapicos. Em todas essas normas era
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possivel utilizar quatro formas de comprovacéo de seguranca e eficacia de fitoterapicos: por meio
de estudos ndo clinicos e clinicos, por dados de literatura, por registro simplificado ou por
tradicionalidade. Porém, a populagdo ndo tinha a informacéo sobre qual foi a forma utilizada para
comprovacao da seguranca e eficacia quando o produto era registrado. Portanto, a RDC n° 14/2010
foi revogada com a publicacdo da RDC n° 26/2014, que separa os fitoterapicos em duas classes,
Medicamento Fitoterapico (MF) e Produto Tradicional Fitoterapico (PTF), e traz o conceito de
PTF, tendo a demonstracdo do tempo de uso por meio de literatura técnico-cientifica como a
principal forma de comprovacéo de sua seguranga e efetividade (BRASIL, 2014a).

Sendo assim, com a publicagdo da RDC n° 26/2014 foi modificada a concepgdo dos
fitoterapicos. Essa resolucdo determinou que quando tratam de fitoterapicos, referem-se tanto
ao Medicamento Fitoterapico (MF) quanto ao Produto Tradicional Fitoterapico (PTF). A
principal diferenca entre essas duas classes € que 0 MF comprova sua seguranca e eficacia por
meio de estudos clinicos, enquanto o PTF comprova a seguranca e efetividade pela
demonstracdo do tempo de uso na literatura técnico-cientifica. Para serem disponibilizados ao
consumo, tanto o MF quanto o PTF terdo que apresentar requisitos semelhantes de qualidade,
diferenciando-se nos requisitos de comprovacdo da seguranca e eficacia/efetividade,
bulas/folheto informativo, embalagens, restricdo de uso e de Boas Praticas de Fabricagédo e
Controle (BPFC) (BRASIL, 2014a).

Desse modo, sdo considerados MF os obtidos com emprego exclusivo de matérias-primas
ativas vegetais cuja seguranca e eficacia sejam baseadas em evidéncias clinicas e que sejam
caracterizados pela constancia de sua qualidade. Por outro lado, sdo considerados PTF os
obtidos com emprego exclusivo de matérias-primas ativas vegetais cuja seguranca e efetividade
sejam baseadas em dados de uso seguro e efetivo publicados na literatura técnico-cientifica e
que sejam concebidos para serem utilizados sem a vigilancia de um médico para fins de
diagndstico, de prescricao ou de monitorizacdo (BRASIL, 2014b). Com essa recente publicacéo
pode ocorrer um estimulo ao registro de PTF pois essa ndo requer estudos clinicos e ndo-
clinicos e, portanto, menos gastos para o seu registro.

Apesar da riqueza da flora brasileira e da ampla utilizacdo de plantas medicinais pela
populacdo, existe o consenso da insuficiéncia de estudos cientificos acerca do assunto. Portanto,
torna-se necessario estimular a realizacdo desses estudos, tendo em vista a importancia dos seus
resultados tanto individuais como sociais (BRASIL, 2006a).

As plantas medicinais sdo importantes para a pesquisa farmacologica e o
desenvolvimento de drogas, ndo somente quando seus constituintes sdo usados diretamente

como agentes terapéuticos, mas também como matérias-primas para a sintese, ou modelos para
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compostos farmacologicamente ativos (BRASIL, 2006b). Estima-se que aproximadamente
40% dos medicamentos atualmente disponiveis foram desenvolvidos direta ou indiretamente a
partir de fontes naturais, assim subdivididos: 25% de plantas, 12% de micro-organismos e 3%
de animais (CALIXTO et. al., 2001). Das 252 drogas consideradas béasicas e essenciais pela
OMS, 11% sdo originarias de plantas e um nimero significativo sdo drogas sintéticas obtidas
de precursores naturais (RATES, 2001). Além disso, nas ultimas décadas, o interesse
populacional pelas terapias naturais tem aumentado significativamente nos paises
industrializados e desse modo encontra-se em expansdo o uso de plantas medicinais e
fitoterapicos (BRASIL, 2006b).

O Brasil deveria ser referéncia no mercado mundial de fitoterapicos, uma vez que, o pais
possui a maior biodiversidade do planeta (LIMA-SARAIVA et al, 2014), no entanto, o Brasil
tem baixa participacdo no mercado de medicamentos fitoterapicos. Em novembro de 2004 foi
publicada no Diario Oficial a aprovacao do registro do primeiro anti-inflamatorio tépico feito
a partir do 0leo essencial de uma planta brasileira. O Acheflan ®, fabricado pelo Laboratorio
Farmacéutico Aché, tem em sua composi¢do de 2,3-2,9% a-humuleno obtido exclusivamente
do oleo essencial de erva-baleeira (Cordia verbenacea), sendo indicado para o tratamento de
tendinite cronica e dores miofasciais (GOMES, 2010).

Desde 2007, o Sistema Unico de Satde (SUS) fornece medicamentos fitoterapicos para
populacdo. Inicialmente, apenas dois produtos constavam na lista. Eles eram feitos a base de
espinheira santa (Maytenus ilicifolia Mart. ex Reis) para gastrites e uUlceras; e guaco (Mikania
glomerata Spreng) para tosses e gripes, em diversas apresentacdes. Atualmente, sdo 11
medicamentos (BRANDAO, 2009). Em varias cidades brasileiras, o0 SUS oferece servicos que
envolvem a producéo e uso de plantas medicinais, de drogas vegetais de seus derivados e/ou de
fitoterapicos, a partir de programas municipais e estaduais, sendo alguns regulamentados por
legislacdo especifica. No Brasil, o projeto Farmacias Vivas foi um inicio dessa proposta. Esse
projeto, estabelecido pela Universidade Federal do Ceara, organizado sob influéncia da OMS,
tem caracteristicas de um programa de medicina social (BARRETO, 2011).

No Estado do Piaui, 0 municipio de Picos disponibiliza um Laboratdrio de Fitoterapico
(LAFIPI), criado em 2000, que funciona em um dos postos de salde da cidade. O programa de
producdo de fitoterapico é pioneiro no Estado do Piaui, baseado no emprego cientifico, e tem
como objetivo estimular o uso correto plantas medicinais, em substituicdo as receitas
empiricamente utilizadas pela populacdo (BARRETO, 2011).

Em meio as inimeras espécies vegetais de uso popular, tem-se a Himatanthus sucuuba

(Spruce) Woodson pertencente da familia Apocynacea. Em razdo da ampla utilizacdo empirica
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e da possibilidade de uso terapéutico dessa espécie vegetal aliada aos poucos estudos dessa
planta sobre os pardmetros reprodutivos, consideram-se assim relevantes os estudos nessa area
uma vez que estes podem contribuir para a elucidacao dos efeitos toxicoldgicos e sua seguranca
de uso.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Familia Apocynaceae

A familia Apocynaceae (Dicotyledonae) descrita por Antoine Laurent de Jussieu pertence
a ordem Gentianales, subclasse Asteridae (DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002). Essa familia
possui cerca de 400 géneros e 3700 espécies, no Brasil ocorrem 95 géneros e 850 espécies
(CAMPOS; FARINACCIO, 2011). Inclui espécies arbustivas, herbaceas, arboreas, muitas das
quais trepadeiras e suculentas (DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002).

E uma familia vastamente disseminada em regides tropicais e subtropicais e com poucos
géneros atingindo as regides temperadas. Muitas espécies da familia tém grande importancia
econémica, como fornecedoras de madeira e de alimentacdo sendo que algumas séo utilizadas
com finalidades medicinais (CAMPOS; FARINACCIO, 2011; JUDD, 2009).

Conhecida pela presenca de alcaloides indolicos, a familia Apocynaceae é uma das
familias com maior representatividade dentro das Angiospermas (PAZ et. al., 2013). Pode ser
considerada uma das mais importantes fontes vegetais de constituintes quimicos de utilidade na
medicina moderna. Varias substancias tém sido isoladas a partir de espécies dessa familia e
muitas dessas espécies representam prototipos de classes farmacoldgicas distintas de drogas e
fazem parte da histéria da Farmacologia e da Terapéutica (DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002).
O género Himatanthus esta entre os géneros importantes dessa familia (DI STASI; HIRUMA-
LIMA, 2002).

2.2 Género Himatanthus
O género Himatanthus, foi descrito por Carl Willdenov e Josef Schultes (DI STASI;
HIRUMA-LIMA, 2002) e é composto de espécies nativas da América do Sul, consistindo de
arvores, arbustos ou subarbustos, latescentes. As espécies descritas estdo dispersas na zona
tropical desde a latitude 10°N até o Trdpico de Capricornio (LARROSA; DUARTE, 2005a).
A Himatanthus sp. € um género monofilético, portanto as espécies possuem poucas

diferencas morfologicas e moleculares, pois, provavelmente essas espécies tiveram origem
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recente. Dentre os caracteres utilizados no reconhecimento das espécies tém-se a presenca e
tamanho do peciolo, morfologia das folhas, padrdo e quantidade de nervuras e morfologia do
gineceu. Possui folhas simples, com laminas inteiras, sua nervacdo é pinada com as nervuras
secundarias unindo-se a arcos proeminentes. Os fragmentos da casca do caule tém formato
plano, superficie irregular, exibindo fendas mais ou menos profundas na superficie externa.
Apesar de reduzidas, sdo esses 0s caracteres morfolégicos que permitem a diferenciacdo das
espécies (CAMPOS; FARINACCIO, 2011).

Quanto a observacdes fenoldgicas, esse género floresce entre 0s meses de janeiro a maio
e de agosto a novembro, e frutifica nos meses de janeiro, marco, agosto e novembro (CAMPOS;
FARINACCIO, 2011).

Por apresentarem caracteristicas morfologicas semelhantes Mueller Argoviensis
classificou os géneros Himatanthus € Plumeria como sindnimos. Woodson em 1938, em
revisdo ao trabalho de Mueller, confirmou a proposta de autoria de Willdenow, que previa a
separagao dos géneros Plumeria e Himatanthus. Examinando todas as espécies e as referéncias
bibliograficas, Plumel em 1991, confirmou a separagdao dos géneros em questdo, fornecendo
informagdes adicionais baseando-se na pesquisa de abundante material botanico (SOUSA,
2009). Foram catalogadas 13 espécies de Himatanthus sp., entre as quais, varias espécies
descritas inicialmente por Mueller Argoviensis e reclassificadas por sinonimia por Woodson,
sendo elas: H. obovatus, H. stenophyllus, H. drasticus (H. fallax), H. lancifolius (H. fallax), H.
fallax, H. phagedaenicus, H. articulatus (H. sucuuba), H. speciosus, H. sucuuba, H. bracteatus
(H. speciosus), H. tarapotensis, H. semilunatus e H. attenuatus (OLIVEIRA, 2013).

Exclusivo da América do Sul, Himatanthus sp. destaca-se por incluir espécies
popularmente utilizadas como plantas medicinais e que possuem grande diversidade de
compostos farmacologicamente ativos, entre eles alcaloides inddlicos, iridoides e ésteres
(OLIVEIRA, 2013). Os alcaloides indolicos apresentam diversas atividades farmacoldgicas,
entre elas antimicrobiana, antitumoral, antiprotozoéria e anti-inflamatéria (BARATTO et. al.,
2010).

Dentre algumas espécies utilizadas como planta medicinal dentro desse género tém-se a
H. lancifolius, conhecida como agoniada, utilizada no tratamento de doencas da pele, asma,
sifilis, estimulante de contracfes uterinas e para regulacdo menstrual. Assim como, o latex
exsudado de H. articulatus é utilizado como antifingico, antibacteriano e no tratamento de
Glceras, tumores, inflamacdes, sifilis, cancer e malaria (OLIVEIRA, 2013). A H. drasticus €
conhecida popularmente como tiborna, jasmim-manga e raivosa em Minas Gerais e Bahia, e

como janaguba no Ceard, pau-de-leite no Piaui, joanaguba no Rio Grande do Norte. A casca
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exsuda um latex branco bastante utilizado na medicina popular, principalmente pelos habitantes
da regido de ocorréncia. Apos a extragdo, o latex é diluido em agua na proporcéo de 1:10,
armazenado em recipiente de vidro para ser comercializado na regido (SOUSA, 2009). O leite
da janaguba, como é chamado o latex da H. drasticus pela populacdo, tem uma longa histéria
de emprego na cura do cancer no Nordeste do Brasil, porém, quase sem registro na literatura.
Em um estudo de atividade antineoplasica frente ao carcinoma de Ehrlich o latex dessa planta
apresentou uma reducdo significativa dos tumores atingindo um percentual de 76,9% de
inibicdo (SOUSA et al, 2010).

Os metabolitos mais isolados de Himatanthus sp. sdo os iridoides (SOUSA et al, 2010).
Séo produtos do metabolismo secundéario de alguns grupos vegetais e desempenham um papel
de protecdo contra predadores, principalmente herbivoros, por serem venenosos ou amargos.
Nas plantas, os iridoides apresentam uma pronunciada distribuicdo em angiospermas, sendo
muitas vezes, utilizados como marcadores taxondmicos a nivel de género e subgénero
(GOMES; NOGUEIRA; MORAIS, 2011).

Os iridoides apresentam-se como uma importante classe de substancias. Indmeras
publicacbes demonstram as propriedades bioldgicas dos iriddides tais como, antiviral,
antimicrobiana, antitumoral, hemodinamica, vasoconstritora, anti-inflamatoria (GOMES;
NOGUEIRA; MORAIS, 2011) e de estimular a funcéo hepética e biliar (LOPEZ-CARRERAS;
MIGUEL,; ALEIXANDRE, 2012). A grande diversidade de atividade biologica exibida pelos
iridoides estimula o interesse em processos para 0 seu isolamento e determinacao (SILVA et
al., 2007).  Além dessas, possuem atividades farmacologicas como: antifingicas,
antiprotozoarias, propriedades neuroprotetora, antioxidante, leishmanicida, moluscicida e
antialérgica (OLIVEIRA, 2014).

Os iridoides, que pertencem a classe mais ampla dos terpenos, sdo formados em plantas
por uma ciclizacdo alternativa do pirofosfato de geranila. A estrutura quimica dessas
substancias é baseada no esqueleto ciclopentano-[C]-pirano, iridoides carbociclicos, e a
clivagem oxidativa da ligacdo 7,8 do anel ciclopentano fornece os chamados secoiriddides. Sob
0 aspecto biogenético, os iridoides sdo biossintetizados a partir do cation iridodial e
diversificam-se em 27 vias diferentes (SAMPAIO-SANTOS; KAPLAN, 2001). Podem ser
estruturas abertas (secoiridoides) ou fechadas (Iridoides propriamente ditas) e geralmente
aparecem na forma de heterosidos, principalmente como glicosideos. Eles tém sido usados

como antidotos em intoxicagdo apds o consumo de cogumelos venenosos do género Amanita.
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Atualmente, tem sido possivel isolar e caracterizar alguns dos iriddides responséveis por essa
atividade (LOPEZ-CARRERAS; MIGUEL; ALEIXANDRE, 2012).

O termo terpendide abrange uma vasta gama de substancias de origem vegetal e é
utilizado no sentido de indicar que todas essas substancias tem uma origem biossintética
comum. Estes compostos baseiam-se na molécula de isopreno, sendo o seu esqueleto de
carbono construido a partir da unido de duas ou mais destas unidades em C5. Os terpendides
sdo entdo classificados de acordo com o nimero das unidades de isopreno. Esses compostos
monoterpénicos designados iridéides possuem uma estrutura base um sistema de anel de
ciclopentanodihidropirano (SAMPAIO-SANTOS; KAPLAN, 2001).

Dentre os iriddides ja conhecidos tém-se o plumierideo, isoplumierideo, protoplumericina
A, cafeoilplumierideo e o iridoide acido-3-metoxi-3;4- diidroplumierideo isolados da casca de
Himatanthus sucuuba (MORAGAS, 2006). Em outro estudo com essa planta, 0s compostos
quimicos mais isolados foram tambem os iriddides, encontrados no caule e no latex, como
fulvoplumierina, plumericina que apresentou atividade contra o carcinoma nasofaringe

epidermdide humano e a isoplumericina(SOUSA, 2009).

A Plumericina é um iridoide extraido de espécies vegetais da familia Apocynaceae. A
plumericina mostrou razoavel efeito citotoxico nas linhagens celulares de adenocarcinoma
murino de mama (LM3) e de pulmao (LP07) com IC50 de 0,035 pmol/mL na linhagem LM3 e
0,025 pumol/mL na linhagem LP07 (GOMES, 2008).

Diante do exposto, é evidente a potencialidade farmacoldgica das plantas medicinais.
Principalmente, plantas com comprovada presenca de iridéides possuem um potencial estimulo
para realizacdo de bioensaios para verificacdo de uma atividade antineoplasica, pois ha diversos
trabalhos que comprovam a presenca de iridoides em algumas plantas, porém sem estudos de
atividade antineoplasica. Entretanto, em qualquer espécie estudada é de fundamental

importancia se conhecer os efeitos toxicoldgicos da mesma para garantir a seguranca de uso.

2.3 Himatanthus sucuuba

A planta Himatanthus sucuuba (Spruce) Woodson, é uma arvore de grande porte,
conhecida popularmente como Sucuuba, Ucuuba e Sucuba, Janaguba e Sucuuba-verdadeira (DI
STASI; HIRUMA-LIMA, 2002; OLIVEIRA, 2013). E nativa da regido Amazonica e fornece
madeira para a construco civil e carpintaria. E uma espécie latescente, mede de 8 a 20 metros
de altura com tronco ereto e casca rugosa. Possui folhas glabras, coriaceas e de margens inteiras.

As inflorescéncias estdo dispostas em cimeiras terminais com poucas flores, grandes e brancas
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(LARROSA; DUARTE, 2005b). Possui frutos deiscentes e numerosas sementes elipsoides
secas, envoltas por uma ala membranosa circular bem desenvolvida. Essa estrutura reveste
inteiramente a semente protegendo-a e facilitando a dispersdo da espécie pelo vento,
anemocoria, e/ou pela 4gua, hidrocéria (Figura 1) (FERREIRA; PIEDADE; BONATES, 2006).
Anteriormente pertenceu ao género Plumeria e é confundida pela populacdo com a espécie
proxima Himatanthus lancifolius (Mill. Arg) Woodson (LARROSA; DUARTE, 2005b).

A H. sucuuba é uma das espécies que habitam as areas inundaveis da Amazonia Central.
Essa espécie distribui-se predominantemente na bacia amazonica, sendo facilmente encontrada
na terra firme ou habitando as areas de varzea em suas por¢des mais baixas, locais onde a planta
pode ser submetida a uma inundacdo de até seis metros de altura, com a duracdo de cerca de
cinco meses (FERREIRA; PIEDADE; BONATES, 2006).

Figura 1- Exemplar de Himatanthus sucuuba. A) Vista geral da arvore b) Casca e latex; c)
Frutos; d) Pagina inferior da folha; e) Flor

Fonte: MOURA, 2016; OLIVEIRA, 2013.

Essa arvore desperta grande interesse na economia regional, especialmente pelo valor
fitoterapico atribuido a seu latex (FERREIRA; PIEDADE; BONATES, 2006). Na medicina
popular, as folhas séo utilizadas na forma de decocto contra constipacéo, dores e irritacdo do
estdbmago, enquanto o latex é empregado topicamente contra afeccdes de pele (LARROSA,;
DUARTE, 2005b). O latex e as folhas também sdo utilizados como antitumoral, antifangico,
antianémico, vermifugo e no tratamento de gastrites e artrites (DI STASI; HIRUMA-LIMA,
2002). A infusédo feita a partir da casca do caule tem sido usada para tratamento de tumores,
furdnculos, edemas, artrites e ainda como vermifugo e laxativo (FERNANDES et al., 2000).

Os compostos quimicos frequentemente isolados dessa planta séo iriddides, encontrados
no caule e no latex, como fulvoplumierina, isoplumericina, acido confluéntico, plumericina e
acido metilperlatélico (LARROSA; DUARTE, 2005a). Dentre os iriddides encontrados, 0s

fulvoplumierina, isoplumericina e plumericina possuem comprovada acdo antineoplasica,
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antiflogistica e antimicrobiana (OLIVEIRA, 2013). Em outro trabalho foi descrito o isolamento
e a determinagdo estrutural do novo iridoide, acido 15-desmetilisoplumierideo presente no latex
(BARRETO, et al., 2007). Estudos também revelaram a presenca de depsideos e terpenos em
H. sucuuba. Os depsideos isolados de H. sucuuba apresentaram atividade como inibidores da
enzima beta monoamino-oxidase (MAO-B). No entanto, como foram encontrados nas cascas
podem ndo ser provenientes da planta e sim de liquens infestantes. Por meio do estudo
fitoquimico do extrato hexanico das cascas do caule de H. sucuuba foi demostrado a presenca
basicamente de uma mistura de ésteres triterpénicos, que corresponde aproximadamente a 7%
do peso do extrato. Esses ésteres triterpénicos ja foram descritos no género Himatanthus
(OLIVEIRA, 2013).

Com base em estudos farmacoldgicos, foram evidenciadas as atividades anti-inflamatdria
e analgésica dos iridoides presentes na casca do caule e no latex, efeito cicatrizante e atividade
antibacteriana para Clostridium histolyticum e Bacteroides fragilis (LARROSA; DUARTE,
2005b) além disso foram observados atividade sobre a pressdo sanguinea, musculatura lisa e
permeabilidade capilar (SOUSA et al, 2010) Estudos realizados com a decoccdo de casca de
caule de H. sucuuba sugerem que ha uma baixa toxicidade reprodutiva e teratogénica, revelando
gue seu consumo € seguro para a espécie humana (GUERRA; PETERS, 1991).

A atividade antifungica, principalmente para o fungo Cladosporium shaerospermum,
apresentou halo de inibicdo satisfatorio, apresentando, na porcéo bioativa, iridoides,
plumericina e isoplumericina com atividade cinco vezes maior que a observada na droga
padrdo, o antibidtico nistatina. (PAZ et. al., 2013). O latex da H. sucuuba apresentou uma
atividade leishmanicida potente contra amastigotas intracelulares de Leishmania amazonensis,
um agente causador da leishmaniose cutanea (SOARES et. al., 2010). No entanto, foi relatado
popularmente que a H. sucuuba pode ser abortiva (RODRIGUES et al, 2011).

Por ser uma planta nativa e de facil acesso, a H. sucuuba é muito utilizada
tradicionalmente pela populacdo sendo frequente o uso de varias partes da planta como folhas,
casca e o latex para o tratamento de diversas enfermidades. Contudo, o seu uso indiscriminado

pode ser potencialmente perigoso pois plantas podem conter substancias tdxicas.

2.4 Toxicidade reprodutiva

O emprego de ratas como modelo experimental para estudos que envolvem reproducéo
humana justifica-se pela existéncia de algumas similaridades no comportamento reprodutivo
das duas espécies, que ndo sdo compartilnadas por todos os mamiferos. Dentre essas

semelhangas, podem ser ressaltadas: o intervalo temporal entre o coito e a implantagcdo do
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blastocisto no Utero, de 4 a 6 dias, e a deciduagdo, que é a formagdo do componente maternal
da placenta, caracterizada por uma intima relacéo entre as circulagdes materna e fetal (GRAY;
OTSBI; KELCE, 2004). As fémeas de roedores e humanos compartilham também o tipo de
placenta, denominada hemocorial, caracterizada por uma maior invaséo tissular da mucosa
uterina pelos vilos coridnicos e intimo contato entre placenta e tecido uterino, o que favorece a
passagem de algumas substancias quimicas lipossollveis e de baixo peso molecular da
circulagdo materna para a fetal (FLORIO; SOUSA, 2006).

O comportamento sexual feminino de uma forma geral e, em especial, na ovulacédo, é
influenciado por componentes neuroenddcrinos complexos. O estudo do ciclo estral de ratas é
responsavel por muito do que ja se sabe hoje, devido a grande semelhanca existente, bem como
evidéncias sobre o controle endécrino e desenvolvimento da fungdo reprodutiva. Assim, da
mesma forma que as mulheres, a ovulacdo das ratas acontece por um mecanismo enddgeno e
depende de uma flutuagdo hormonal bastante precisa (MARCONDES; BIANCHI e TANNO,
2002).

Estudos mostram que sdo varias as plantas que afetam de alguma maneira a reproducao
animal e esses vegetais podem ser agrupadas, em funcao de seus efeitos toxicos em: plantas de
acdo teratogénica, aquelas que afetam diretamente o feto, produzindo mas-formacoes
congénitas; e plantas de acdo estrogénica, que contém fitoestrogenos que afetam animais
adultos e em desenvolvimento (NUNES et al., 2010).

As plantas de acdo teratogénica podem ser investigadas por meio de pesquisa no ramo da
teratologia. A teratologia ¢é a parte da ciéncia que estuda as causas, 0s mecanismos e 0s padroes
de desenvolvimento anormal. Sendo que o conceito fundamental da teratologia é que certos
estagios de desenvolvimento embrionario sao mais vulneraveis a perturbacdo do que outros.
Esses defeitos podem ser deformidades, rupturas, displasias ou malformacdes. E importante
notar que malformacdo ndo significa apenas formacdo anormal de tecidos, mas também
anormalidades bioguimicas, podendo ser causadas pela acdo direta de um agente toxico sobre
o feto ou através de acéo sobre o organismo materno (SA, 2014).

Em 1941, foram publicados os primeiros casos bem documentados de que um agente
ambiental (virus da rubéola) poderia provocar perturbacdes graves do desenvolvimento
embrionario. Outro caso publicado, diz respeito a anomalias graves dos membros e de outras
perturbacdes do desenvolvimento que foram encontradas em criancas de maes que tinham
consumido o sedativo talidomida durante o inicio da gestacdo (MOORE; PERSAUD, 2008) no

qual foi desenvolvido comercialmente pela companhia farmacéutica Chemie Grunenthal, da
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Alemanha Ocidental, e alcangou grande sucesso a partir do final de 1957 como sonifero e
antiemético (LEANDRO; SANTOS, 2015).

Hoje, sabe-se que a empresa farmacéutica foi relapsa na conducédo de testes com animais
e simplesmente ndo monitorou testes em humanos (LEANDRO; SANTOS, 2015). Uma das
dificuldades em detectar a acao teratogénica da talidomida foi devido a inexisténcia, na época,
de uma metodologia experimental adequada de toxicidade reprodutiva (ADOLPH, 2014).

No Brasil, foi publicado em 2013 o “Guia para a Condugdo de Estudos Pré- clinicos de
Seguranca Necessarios ao Desenvolvimento de Medicamentos” versdo 2, elaborado pela
Geréncia de Avaliacdo de Seguranca e EficAcia — GESEF, que é uma unidade da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Esse documento orienta os estudos pré-clinicos
de seguranca para o0 desenvolvimento de novos medicamentos e é fundamentado em
documentos de agéncias reconhecidas pela vigilancia sanitaria de medicamentos dos Estados
Unidos: Alimentacdo e Administracdo de Drogas (FDA) e Europa: Agéncia Europeia de
Medicamentos (EMEA), Conferéncia Internacional sobre Harmonizacdo (ICH), Organizacao
de Cooperacdo e de Desenvolvimento Econémico. (OECD), Instituto Nacional do Céancer
(NCI), Organizacdo Mundial de Saude (WHO), visando a uma padronizacdo com a
regulamentacdo internacional. Nesse documento contém orientacBes para a conducdo de
estudos nao clinicos de toxicidade reprodutiva (BRASIL, 2013).

O objetivo dos estudos de toxicidade reprodutiva € revelar algum efeito de uma ou mais
substancias ativas na reproducdo de mamiferos. Para este propdsito, investigacbes e
interpretacdes dos resultados devem ser relacionadas com outros dados farmacoldgicos e
toxicologicos disponiveis, para determinar situagdes em que riscos potenciais para a reproducéo
humana sdo maiores, menores ou iguais aqueles relativos a outras manifestacdes toxicologicas.
Os estudos de toxicidade reprodutiva devem contemplar principalmente avaliagdes nas
seguintes fases: fertilidade e desenvolvimento embrionario inicial; desenvolvimento pré e pos-
natal, incluindo funcdo materna; e desenvolvimento embrio-fetal (BRASIL, 2013).

Portanto, o periodo gestacional requer preocupacéo quanto a ingestdo de medicamentos,
visto que a exposicdo materna a agentes quimicos, em determinadas fases deste periodo, pode
resultar em alteracdes no desenvolvimento do concepto, dependendo de fatores inerentes ao
organismo materno, a funcionabilidade placentaria ou a acdo direta no proprio organismo
embriofetal (BERNARDI, 2006; NAVA; ROMAN, 2010). Muitos compostos quimicos tém a
capacidade de atravessar a barreira placentéaria e expor o feto a efeitos que podem ir de
terapéuticos a teratogénicos (NAKAMURA; KULAY JR; PASQUALE, 2008).
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O transporte placentario desempenha um papel fundamental nos processos de
desenvolvimento, crescimento e programacdo fetais e na manutengdo de uma gestacdo
saudavel. Essa funcdo é mediada por uma rede complexa de transportadores membranares que
se distribuem de uma forma polarizada no sinciciotrofoblasto, que € a unidade funcional da
placenta (KEATING, 2007). Os fatores que afetam a transferéncia placentéaria e que podem
interferir com o feto estdo relacionados a: propriedades fisico-quimicas do farmaco, velocidade
com que atravessa a placenta e alcanga o feto; estagio de desenvolvimento placentério e fetal,
caracteristicas da distribuicdo nos tecidos fetais, mecanismos de eliminacdo materna e fetal,
duracgéo da exposicéo e efeitos de outras substancias usadas em associacdo (KOREN, 2006).

Muitos compostos, incluindo plantas consideradas medicinais, podem interferir nessa
travessia da barreira mée-feto e aumentar ou diminuir risco de teratogenicidade, pois uma tnica
exposicdo da gestante a um agente teratogénico pode afetar as estruturas que se encontram em
rapido desenvolvimento (BROLIO et al., 2010).

A partir da crenga popular de que fitoterapicos e plantas medicinais, por serem produtos
naturais, ndo sdo prejudiciais a saude, muitas vezes sdo utilizados indiscriminadamente durante
0 periodo gestacional. Por isso, hd necessidade de que sejam realizados estudos de toxicidade,
em atencao a essa classe de usuarios (LOURENCO et al., 2009; MATQOS, 2009).

Produtos de origem vegetal possuem constitui¢cdo quimica complexa, sendo possivel que
alguns dos seus constituintes ndo tenham sido identificados ou que ainda ndo se conheca suas
acOes sobre 0 organismo. Isso faz com que seja necessario um maior cuidado na administracao
desses produtos. Deve-se levar em conta, também, que as plantas medicinais podem interferir
na atividade de outros medicamentos sintéticos eventualmente utilizados pela gestante (SA,
2014).

Muitas espécies tém demostrado toxicidade reprodutiva como o Coleus barbatus B. cujo
o tratamento com 880 mg/kg/dia do seu extrato hidroalcodlico antes da implantacdo do embrido
causou atraso no desenvolvimento fetal e um efeito anti-implantacdo, o que justifica o uso
popular desse extrato com fins abortivos. Em outro estudo com plantas foi observado um
aumento na taxa de reabsor¢6es por implantacdo na dose 6000 mg/kg do extrato de Artemisia
vulgaris L, que causou um efeito embriotoxico. No entanto, em doses abaixo de 6000 mg/kg
n3o foram observados efeitos adversos que pudessem ser a ela associados (SA, 2014). Em outro
experimento com material vegetal, foi avaliado a toxidade do extrato de Pradosia huberi
durante o periodo de pré-implantacdo de ratos Wistar nas doses de 1,22, 6,1, e 30,5 mg/kg. Os
resultados obtidos revelaram que tal extrato compromete a capacidade reprodutiva durante a

fase de pré-implantacdo embrionaria, sugerindo um possivel efeito toxico sobre o sistema
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reprodutivo de ratos Wistar (ROCHA et al. 2013). Desse modo, esses resultados evidenciam a
necessidade de estudos para averiguar uma possivel toxicidade reprodutiva de plantas
medicinais.

Tém-se ainda a angélica (Angelica archangelica), sucuiba (Himathantus sucuuba),
alecrim (Rosmarinus officinales), arnica (Arnica montana), canfora (Cinnamomum canphora),
confrei (Symphytum officinale L.), eucalipto (Eucaliptus globulus) e sene (Cassia angustifolia
e Cassia acutifolia) sdo abortivos, pois podem estimular a motilidade uterina e provocar aborto
(RODRIGUES et al, 2011). No entanto, um estudo publicado demostrou que a administracéo
via oral do chéa das cascas do caule da H. sucuuba (40 mg/kg, 2 vezes ao dia) durante o sexto
ao décimo quinto dia de gestacdo ndo provocou alteragdes significativas apresentando uma
baixa toxicidade reprodutiva e teratogénica em ratas, indicando que seu consumo € seguro
(GUERRA; PETERS, 1991). Porém, um outro estudo demostrou que o tratamento com o
extrato etanolico da casca de H. sucuuba na dose 250 mg/kg, durante o primeiro 1° ao 14° dia
de gestacdo, causou uma reducdo na eficiéncia placentaria, um aumento nas perdas pré-
implantacdo e no peso placentario. O tratamento com a dose de 500 mg/kg desse extrato
provocou uma diminuicgéo significativa na eficiéncia placentaria, no peso corporal dos fetos, no
ganho de peso materno (excluido o peso do Utero gravidico) e no ganho de peso materno. Essa
dose também promoveu um aumento significativo das perdas pre-implantacdo (SOARES et al,
2015). Portanto, outros estudos na area de toxicologia reprodutiva envolvendo doses menores
e outras formas de preparo ou partes da planta sdo interessantes para o estabelecimento de doses
seguras e assim poder explorar os efeitos benéficos dos compostos ativos presentes nessa

espécie vegetal.

2.5 Ciclo estral

Em ratas, o ciclo estral é constituido de quatro fases: proestro, estro, metaestro (diestro I)
e diestro (diestro 1) (FORTES, 2010). Ele tem duracdo em média de 4 a 5 dias. A ovula¢éo
ocorre durante o estro, quando a fémea esta receptiva ao macho, porém se a fecundacdo nao
ocorrer, um corpo lateo, pequeno e transitério, forma-se durante o metaestro e regride em
diestro. O atero, que se apresenta rosado e preenchido por fluidos durante a fase estro, torna-se
fino e anémico no diestro. Durante a fase proestro, novos foliculos se formam e o Utero
novamente aumenta de volume, preparando para uma possivel implantacdo durante o estro
seguinte (SEVERI, 2006).
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As fases do ciclo estral podem ser identificadas pelos tipos celulares observados por uma
citologia vaginal (FORTES, 2010). O proestro comeca com a fase folicular do ovario no qual
ocorre predominio de células epiteliais nucleadas e arredondadas, que culmina no estro, em que
o predominio é de células queratinizadas anucleadas. As fases metaestro e diestro caracterizam
a fase luteinica do ovario. Na fase diestro observa-se predominio de leucécitos e na fase
metaestro encontra-se os trés tipos celulares em iguais propor¢des (Figura 2) (USHIROBI,
2015).

O ciclo estral tipico é do tipo poliéstrico com ovulagdo espontanea, e é caracterizado por
duas fases fundamentais: a fase proliferativa ou folicular, e a fase progestacional ou secretora.
Na rata ndo ha uma fase progestacional tipica (a menos que haja fecundacdo ou coito
(USHIROBI, 2015).

Os estudos iniciais de Long e Evans publicados em 1922 revelaram a relacédo entre os
horménios ovarianos e a citologia vaginal e esta descrita na figura 2 (MARCONDES;
BIANCHI e TANNO, 2002).

Figura 2- Relacéo das fases do ciclo estral de ratas com a citologia vaginal

Metaestro Diestro Proestro Estro
Fase Transitoria Pré-ovulatdria | Ovulatoria Pds- ovulatoria
Duracao 6-8 horas 55-57 horas 12-14 horas 25-27 horas
Caracteristicas | Igual proporgdo | Predominio de | Predominio de | Predominio  de
das diferentes | leucdcitos células células ndo
células nucleadas nucleadas

(queratinizadas)

llustracdo das

células

_ s ¥ s & ﬂ
predominantes S8 = ) C’_:;‘,
Efeito Progesterénico Estrogénico

Fonte: MARCONDES; BIANCHI e TANNO, 2002; PINTO, 2016.

O proestro é a fase em que 0s niveis de hormdnios gonadotropicos, Luteinizante (LH),
Prolactina (PRL) e foliculo estimulante (FSH), estdo elevados e a estimulacdo do ovario é

maxima, o que se traduz num aumento progressivo na producdo dos estrogenos, fenémeno
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observado indiretamente pela proliferagdo do epitélio vaginal. Isso confere ao esfregaco um
grande namero de células nucleadas pequenas, poucas células cornificadas e tipos celulares
intermediarios, sendo caracteristica dessa fase a auséncia quase total de leucdcitos, sendo que
a ovulacéo ocorre na noite desse dia (MARCONDES; BIANCHI e TANNO, 2002).

O estro corresponde a fase em que a fémea esta receptiva ao macho. Nessa fase é
observado um aumento maximo no grau de cornificacdo do epitélio, o que reflete altos niveis
estrogénicos, especialmente se comparados ao de progesterona. A grande maioria das células
apresentam-se cornificadas e ndo se observa presenca de células nucleadas ou de leucdcitos,
sendo esta fase pds-ovulatéria. O metaestro e o diestro sdo fases ndo férteis do ciclo,
caracterizadas pela presenca predominante de leucécitos e muco. Nessas fases o estradiol,
progesterona, FSH e LH encontram-se diminuidos. Portanto, além dos tipos celulares, os niveis
hormonais também podem ser responsaveis pela determinacéo da ciclicidade estral (FORTES,

2010). A figura 3, retrata as oscilagdes dos niveis hormonais em ratas.

Figura 3 - Variagcdo hormonal do ciclo estral em ratas

LH
FSH
Progesterona | __ '\
— —
Estradiol
Dia Metaestro Diestro Proestro Estro

Fonte: FORTES, 2010.

O hormdnio estradiol é detectado em concentracGes altas atingindo um pico maximo
durante o proestro, tornando a diminuir no final do estro, permanecendo em concentracfes
basais até o final do metaestro e diestro (FORTES, 2010). A progesterona, por sua vez, tem
aumento de sua concentracdo entre as fases metaestro e diestro, apresentando-se diminuida
posteriormente na fase de estro (OLIVEIRA, 2008).

Diante do conhecimento do ciclo estral das ratas é muito frequente a utilizacdo desses
animais em experimentos. O uso de roedores em pesquisas cientificas deve-se, principalmente,

ao fato de ser um animal pequeno, muito prolifero (8 a 15 filhotes), ter periodo de gestacdo
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curto (20 a 23 dias), ser de facil domesticacdo e manutencdo e a alta possibilidade de procriacdo
com expectativa de vida de 2,5 anos (USHIROBI, 2015).

As ratas possuem ciclos reprodutivos curtos, sdo animais ideais para verificar alteracoes
que ocorrem durante o ciclo reprodutivo (FORTES, 2010). Assim como na fisiologia humana,
elas apresentam integracédo de sistemas neuroenddcrino, nervoso central e ovarios, constituindo
0 eixo hipotalamo-hip6fise-ovario. As ratas tornam-se aptas a reproducéo rapidamente (5010
dias de idade), sendo que os efeitos hormonais ja estdo presentes em torno de 30 dias de vida,
quando pode ser observada a abertura do canal vaginal. O ciclo hormonal (ciclo estral) regular

inicia-se apos cerca de uma semana (USHIROBI, 2015).

2.6 Toxicidade sistémica

A toxicidade sistémica de substancias pode ser avaliada por modificacdes
comportamentais, variagdes no consumo alimentar, evolugdo ponderal, avaliagdo biométrica
dos 6rgéos e alteracdes organicas visualizaveis macro e microscopicamente. Do ponto de vista
toxicologico, deve-se considerar que um material vegetal ndo tem somente efeitos imediatos e
facilmente correlacionados com a sua ingestdo, mas que os efeitos podem se manifestar em
longo prazo e de forma assintomatica, como 0s carcinogénicos, hepatotoxicos e nefrotoxicos.
As determinacdes hematoldgicas e bioquimicas sanguineas sdo importantes para predizer a
influéncia da substancia teste sobre a homeostase e o estado das funcdes hepatica e renal
(OECD, 2001).

Diversos fatores influenciam o consumo de agua entre eles: temperatura do ambiente,
nivel de atividade fisica, ritmo diurno, conteudo de proteinas, minerais e umidade, bem como
limpeza ou adulteracdo da agua com substancias toxicas. Em experimentos animais, alguns
investigadores atribuem alteragdes no paladar devido ao composto testado quando ocorre
reducdo no consumo de 4gua e quando consequente desidratacao é observada nos grupos testes
(CAMPBELL et al., 2009).

Um outro importante requisito em experimentos toxicoldgicos € a capacidade para avaliar
efeitos de xenobidticos em oOrgdos especificos realizada através de exames macroscopicos,
biometria dos 6rgdos e histopatologia dos tecidos (BAILEY; ZIDELL; PERRY, 2004).
Alteracdes nas massas dos 6rgdos tém sido aceitas como indicadores de efeitos relacionados ao
tratamento, até mesmo na auséncia de mudancas morfologicas. Fato que contribui para
identificacdo de Orgaos associados aos efeitos toxicos de uma substancia (WOLFSEGGER et
al., 2009).
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No “Guia para a Condugdo de Estudos Pré-clinicos de Seguranca Necessarios ao
Desenvolvimento de Medicamentos” versdo 2 informa que os estudos de toxicidade de doses
repetidas tém como objetivo, caracterizar o perfil toxicologico da substancia pela administracdo
repetida. A partir deles é possivel a obtencdo de informagbes sobre os efeitos tdxicos,
identificacdo de 6rgdos alvos, efeitos na fisiologia do animal evidenciados pelas alteracfes nos
parametros hematoldgicos, bioquimicos, anatdmicos e histopatoldgicos. As doses utilizadas
nesses estudos geralmente sdo estabelecidas a partir das informacdes produzidas em estudos de
toxicidade aguda ou testes piloto para indicacdo de doses. Geralmente 3 doses sdo utilizadas,
sendo a mais alta escolhida com a expectativa de produzir efeitos toxicos observaveis, mas nao
morte nem sofrimento intenso e respeitando-se o limite méaximo de 1000 mg/kg/dia em roedores
e ndo-roedores. As demais doses sdo estabelecidas em sequéncia descendente sugerindo-se
intervalos de 2 a 4 vezes (BRASIL, 2013).

Ja os estudos de toxicidade aguda sdo aqueles utilizados para avaliar a toxicidade
produzida por uma substancia teste quando esta é administrada em uma ou mais doses durante
um periodo nao superior a 24 horas (BRASIL, 2013). Com o estudo de toxicidade aguda oral é
possivel evidenciar risco de intoxicacdes agudas, inadvertidas ou ndo, e a forma de preveni-las.
Os resultados obtidos no ensaio agudo também dédo suporte a escolha das doses para 0s demais
testes de toxicidade. Portanto, as informacdes obtidas por meio do estudo de toxicidade aguda
oral sdo de crucial importancia na avaliacdo da seguranca de substancias quimicas para uso
humano e animal, entre as quais também se encontram as drogas vegetais e fitoterapicos
(MADALQOSSO, 2011).

A toxicidade aguda, anteriormente conhecida como dose letal 50 (DL50), é o primeiro
teste pré-clinico a ser realizado. A DL50 expressa a toxicidade relativa da substancia, ou seja,
é a dose capaz de levar 50% da populacdo em estudo a morte. Atualmente, o termo DL50 esta

dando lugar ao termo “toxicidade aguda”, pois os protocolos nao se baseiam na morte de 50%

dos animais (MADALOSSO, 2011).

O ensaio biolégico da DL50 do latex e do extrato aquoso da casca de H. sucuuba em
camundongos pela via oral ndo revelou ocorréncia de mortes no periodo de 72 horas apds a
administracao de 1,0 mL do latex ou do extrato, correspondentes a 1100mg/24 gramas e 1280
mg/24 gramas, respectivamente. Esses resultados sugerem uma baixa toxicidade para a planta
testada por administracdo via oral, principalmente se for comparada com o resultado obtido

pela via intraperitoneal em um volume meédio de 0,25 mL do latex e do extrato da casca,
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correspondentes a 275 e 285 mg/24 gramas, respectivamente, foi suficiente para induzir 100 %
de mortalidade (FERNANDES et al, 2000).
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RESUMO

Objetivou-se investigar os possiveis efeitos do latex diluido de Himathanthus
sucuuba (LdHs) nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg sobre o sistema reprodutivo e
outros sistemas organicos de roedores. O latex foi coletado na zona rural de
Timon-MA e diluido em agua. Utilizou-se ratas Wistar nos protocolos toxicidade
sistémica, avaliacdo do ciclo estral e toxicidade gestacional. Foram utilizados
camundongos fémeas nos protocolos toxicidade gestacional e avaliacdo da
progénie. Esses animais receberam o LdHs por gavagem. Para a avaliacdo dos
dados, foi aplicada ANOVA seguida pelo teste de Dunett (p < 0,05). Os
resultados demostraram que houve uma diminui¢do no consumo diario de racao
e uma interferéncia negativa no desenvolvimento ponderal no grupo tratado com
a dose 100 mg/kg e houve ainda um aumento no consumo diario de agua no
grupo 50 mg/kg. No entanto, ndo houve alteracdo dos parametros bioquimicos
(ureia, creatinina e fosfatase alcalina) nem os pesos absolutos e relativos dos
orgaos (figado, rim, baco, Gtero, ovario, coracdo, pulméo e adrenais) nas doses
testadas. Na analise histologica dos tecidos ndo houve diferenca significativa
em relacdo ao controle. O numero de foliculos primarios, na dose 100 mg/kg de
LdHs, foi superior ao do grupo controle. Foi observado ainda uma diminui¢do no
namero de ciclos estrais e um aumento na duracdo média do ciclo estral nesse
grupo, porém nenhuma das doses afetou a frequéncia relativa das fases do ciclo
estral. As ratas gestantes que receberam o tratamento nas doses 25 e 100
mg/kg de LdHs, durante o 8° ao 19° dia de gestacao, ndo manifestaram diferenca
significativa em relacdo ao grupo controle nos parametros gestacionais
analisados nem no desenvolvimento ponderal. Visando avaliar possiveis efeitos
teratogénicos do LdHs, avaliaram-se as doses 25, 50 e 100 mg/kg em
camundongos fémeas gestantes. Nenhuma das doses de LdHs interferiu
negativamente nos parametros gestacionais investigados nem na ossificacao
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dos fetos, assim como, também n&o promoveu malformacgdes viscerais na prole.
Portanto, as doses 25 e 50 mg/kg de LdHs se revelaram seguras, entretanto a
dose 100 mg/kg nado causou interferéncias gestacionais mas diminuiu a
eficiéncia reprodutiva e promoveu uma baixa toxicidade sistémica pois causou
uma diminuicdo no consumo de racao e interferiu no desenvolvimento ponderal.

Palavras-chave: Ciclo estral; gestagédo; implantacéao.

ABSTRACT: Toxicity assessment reproductive and systemic of latex Himatanthus
sucuuba (Spruce) Woodson in rodents

This study aimed to investigate the possible effects of the latex diluted Himathanthus
sucuuba (LdHs) at doses of 25, 50 and 100 mg/kg on the reproductive system and other
organ systems of rodents. The latex was collected in rural Timon-MA and diluted in water.
We used Wistar rats in the protocols systemic toxicity evaluation of the estrous cycle and
gestational toxicity. Mice were used in females protocols gestational toxicity and evaluation
of progeny. These animals received LdHs by gavage. For the evaluation of the data was
applied ANOVA followed by Dunett's test (p <0.05). The results showed that there was a
decrease in feed intake and weight development negative interference in the group treated
with the dose 100 mg/kg and there was also an increase in daily water intake in the group
50 mg/kg. However, there was no change of biochemical parameters (urea, creatinine and
alkaline phosphatase) or the absolute and relative organ weights (liver, kidney, spleen,
uterus, ovary, heart, lung and adrenal glands) in the tested doses. Histological analysis of
the tissue there was no significant difference from the control. The number of primary follicles
and in the dose 100 mg/kg LdHs was superior to the control group. It was also observed a
decrease in the number of estrous cycles and an increase in the average duration of the
estrous cycle in this group, but none of the doses affected the relative frequency of the
phases of the estrous cycle. The rats pregnant women who received the treatment in doses
25 and 100 mg/kg of LdHs, during the 8th to 19th day of gestation, did not show significant
difference in the control group on gestational parameters analyzed or the weight
development. To evaluate possible teratogenic effects of LdHs, the doses be assessed 25,
50 and 100 mg/kg in mice pregnant females. None of LdHs doses interfered negatively on
gestational parameters investigated or ossification of fetuses, and also did not cause
visceral malformations in the offspring. Therefore, doses 25 and 50 mg/kg of LdHs have
proved safe, though the dose 100 mg/kg caused no gestational interference but decreased
reproductive efficiency and promoted a low systemic toxicity as caused a decrease in feed
intake and interfere with the development weight.

Key words: estrous cycle; gestation; implantation.
INTRODUCAO

O Brasil possui uma ampla biodiversidade distribuida por varios biomas e
ecossistemas. Além da biodiversidade, o pais apresenta rica heterogeneidade
cultural e tradicdo de uso das plantas com potencial bioativo (Ferreira et al.,
2016). Essas plantas sdo importantes para a pesquisa farmacoldégica e o

desenvolvimento de farmacos (Brasil, 2006).
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A utilizacdo da Himatanthus sucuuba pela populacédo para o tratamento

de diversas enfermidades propiciou o emprego desse material em pesquisas
cientificas. A H. sucuuba, que pertence a familia Apocynaceae, € uma espécie
vegetal encontrada na América do Sul e popularmente conhecida como sucuuba,
sucuba ou janaguba. Seu latex é utilizado popularmente como anti-inflamatorio,
analgésico, antitumoral, antiulceroso e tuberculostatico (Oliveira, 2013). Na
regido norte do Brasil, seu latex é muito difundido na medicina popular e é
utilizado como fungicida, antianémico e principalmente como antineoplasico
(Barreto et al., 2007). Varias partes desse género botadnico sao comumente
vendidos em bancas e curandeiros de ervas na regidao Norte, Nordeste e Centro-

oeste do Brasil sendo que o consumo do latex diluido em agua é uma forma

comum de uso pela populacédo (Reboucas et al., 2012).

Estudos fitoquimicos foram realizados a partir de extratos da casca, folhas
e latex da H. sucuuba e neles foram relatados o isolamento e a identificacdo de
diversas substancias. Do latex da H. sucuuba ja foram isolados os iridoides
fulvoplumierina, plumericina e isoplumericina, que possuem atividade
antifungica, antibiotica e citotoxica, além de isoplumierideo,
desmetilplumierideo, plumierideo e desmetilisoplumierideo. Os triterpenos
cinamato e acetato de lupeol, cinamato de a-amirina e de B-amirina também
foram encontrados nas cascas e no latex de H. sucuuba, esses possuem

atividades anti-inflamatoria e analgésica (Oliveira, 2013).

Pesquisas revelaram que substancias ativas, presentes no latex de H.
sucuuba possuem propriedades bioldgicas importantes tais como atividades:
anti-inflamatoria e analgésica (Reboucas et al., 2012) atividade leishmanicida
(Castillo et al., 2007; Soares, et al, 2010) antiviral, antimicrobiana, antitumoral,

hemodinamica, vasoconstritora e hepatoprotetora (Gomes, Nogueira & Morais,
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2011). Estudos farmacoldgicos evidenciaram efeito cicatrizante e atividade
antibacteriana para Clostridium histolyticum e Bacteroides fragilis (Larrosa &

Duarte, 2005).

Diante da grande diversidade de compostos ativos da H. sucuuba com
efeitos bioldgicos diferentes aliado ao uso indiscriminado pela populacéo
objetivou-se investigar os possiveis efeitos induzidos pela administracao oral do
latex diluido de H. sucuuba em roedores sobre o sistema reprodutivo e outros

sistemas organicos.

MATERIAL E METODO

Coleta e identificacdo da H. sucuuba

O latex de H. sucuuba foi coletado na zona rural de Timon-Ma, no povoado
Cabeceira do Inhuma (Lat. -5.09417, log. -42.8367, err: = 44730 WGS84), em
janeiro de 2015. Ha exsicata dessa espécie de numero 30291 (Voucher Number)
depositada no acervo do Herbario Graziela Barroso (TEPB) da Universidade
Federal do Piaui, identificada por Roseli Farias Melo de Barros. O latex coletado
apresentou uma concentracdo de 348 mg/ml, em seguida foi adicionado agua e

preparado a sua diluicdo na concentracdo de 40 mg/ml.

Protocolo toxicidade sistémica e avaliacdo do ciclo estral em ratas linhagem
Wistar
Foram utilizadas 28 ratas linhagem Wistar,180 a 250 gramas, que foram
distribuidos ao acaso em 4 grupos (n=6 a 8) sendo o0 grupo controle tratado com
agua destilada e trés grupos tratados nas doses 25, 50 e 100 mg/kg do latex
diluido de H. sucuuba (LdHs) por 46 dias seguidos. Diariamente as ratas foram
submetidas a citologia vaginal para para constatacao da fase do ciclo de acordo

com método publicado por Marcondes; Bianchi & Tanno (2002). Assim, foi



5
estimado a frequéncia relativa das fases do ciclo estral através da frequéncia
absoluta (numeros de ocorréncias de cada fase) dividido pelo total de dias de
observacdo do ciclo estral (47 dias) e em seguida transformado em
porcentagem. Também foi calculado a duracdo média do ciclo estral (Intervalo
entre estros) a partir da divisdo do total de dias de observacao do ciclo estral
com numero de ciclos estrais observados nesse periodo de andlise do ciclo
estral. Concomitantemente com a avaliacdo do ciclo estral, avaliaram-se o0s
seguintes parametros: massa corporal (g), consumo diario de racdo (g) e
consumo de agua (mL). Ao final do tratamento, as ratas foram anestesiadas
(associacdo de 80 mg de Cetamina + 10 mg de Xilazina por kg de PC, via
intraperitoneal) e procedida a coleta de sangue por meio de puncado cardiaca
para avaliagcdo dos parametros bioquimicos. Em seguida, foram eutanasiados
por sobredose de anestésico (Tiopental sédico 100mg/kg) para coleta, pesagem
e avaliacdo dos 6rgéaos (coracao, pulmao, baco, figado, rins, adrenais, ovarios
e Utero). Prepararam-se 0s segmentos destes Orgdos para processamento
histopatoldgico (S& et al, 2013).

Protocolo toxicidade gestacional em ratas linhagem Wistar

Utilizaram-se 16 ratas Wistar adultas, que foram acasaladas com ratos
Wistar na proporgcdo de 2:1. Foram feitas citologias vaginais diarias de acordo
com Marcondes; Bianchi & Tanno (2002). A presenca do tampéo vaginal, ou de
espermatozoides na citologia vaginal confirmou a cépula e foi considerado
primeiro dia da gestacdo (D1). As ratas gestantes foram divididas em grupo
controle (Agua destilada, n=7, por gavagem) e dois grupos tratados por gavagem
com LdHs nas doses 25 (n= 4) e 100 mg/kg (n=5), alojadas em gaiolas
individualmente, do 8° ao 19° dia de gestacédo, periodo de poés-implantacdao.

Diariamente, foi feita a avaliagcdo quanto a sinais de toxicidade e foi registrada
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a massa corporal de cada progenitora, semanalmente. No 20° dia de gestacéo,
as ratas foram eutanasiadas por sobredose de anestésico (Tiopental sddico
100mg/kg + mesmo volume de lidocaina a 10%) e, em seguida, foi realizada a
laparotomia com remocao do Utero gravidico e os ovéarios, verificando-se o
numero total de fetos, de fetos vivos (nativivos), implantacfes, de placentas e
de corpos luteos e assim, calcularam-se o0s parametros gestacionais (Laura,
2009). Apo6s os registros dos dados, os fetos foram eutanasiados por inalacao

de isofluorano.

Protocolo de toxicidade gestacional em camundongos linhagens Swiss e
avaliacdo da progénie
Foram utilizados 54 camundongos fémeas adultas, as quais foram
acasaladas com camundongos machos adultos, na propor¢cdo de um 2:1. Foram
feitas citologias vaginais diarias de acordo com Marcondes; Bianchi & Tanno
(2002). A presenca do tampédo vaginal ou de espermatozoides na citologia
vaginal confirmou a copula e foi considerado primeiro dia da gestacédo (D1). As
fémeas gestantes foram distribuidas aleatoriamente em 4 grupos experimentais.
Os animais do grupo controle receberam agua destilada e trés grupos de animais
receberam por via gavagem o LdHs, nas doses 25, 50 e 100 mg/kg, do 8° ao 12°
dia de gestacéo, periodo de organogénese da espécie. No 18° dia de gestacéao
0os animais foram eutanasiados por sobredose de anestésicos descrito acima e
em seguida, foi realizada a laparotomia. O uatero com fetos foi removido e
pesado. O conteudo uterino das fémeas foi analisado, verificando-se o0 peso
fetal, placentario, Utero gravidico e do Utero vazio, quantidade de filhotes e de
placentas. Desse modo, foi calculado o indice placentario (Peso placentario/
peso fetal). Apés pesagem dos fetos, eles foram eutanasiados por inalacdo de

pY

isofluorano. Ap6s a eutanasia, metade dos fetos foi submetida a técnica
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de Alizarina red para a realizagcdo da andlise esquelética através da verificagcédo
dos pontos de ossificacdo em microscopio estereoscopico (Figura 1). A outra
metade dos fetos foi fixada na mistura de Bodian para a analise visceral em que
foi conduzida através da combinacdo de cortes/microdissecacdo (Figura 2) e
visualizados em microscOpio estereoscoépico, para observacdo de possiveis

alteracdes viscerais (Figura 3) (Laura, 2009).

FIGURA 1- Pontos de ossificacdo normal de feto referente ao grupo controle tratadas com
agua destilada durante o 8° dia ao 12° de gestagao

Nota: a) Vista lateral; b) Vista ventral; c) Vista dorsal; d) Esterno: 1- Manudbrio, 2- Centros esternais
(Esternébras), 3- Processo xifoide; €) Membro anterior: 1- Escapula, 2- Umero, 3- Radio e ulna, 4-Carpos,
metacarpos e falanges; f) 1-Fémur, 2- Tibia e fibula, 3- Tarsos, metatarsos e falanges; g) Vista lateral
cranio: 1- Supraoccipital, 2- Interparietal, 3- mandibula; h) Vista ventral cranio: 1- Mandibula; i) Vista dorsal
cranio: 1- Supraoccipital, 2- Interparietal, 3- Parietal, 4- Frontal, 5- Nasal.
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FIGURA 2 - Relacéo e localizagdo de cortes utilizados durante a andlise visceral para o
estudo de malformagdes viscerais

Nota: 1- Corte transversal na altura da cavidade oral; 2- Corte transversal na regido do pescoco; 3- Corte
transversal na regido do terco médio toracico; 4- Corte transversal na regido abdominal inferior; 5 - Corte
transversal na regido pélvica; a- Corte frontal na regido pré-gabelar; b- Corte frontal na regido orbital; c- Corte
frontal na regido da vértex.

FIGURA 3- Sequéncia de cortes para estudo visceral em feto do grupo controle.

2

Nota: a) Corte transversal na altura da cavidade oral: 1- Palato, 2- Cérebro; b) Corte frontal na regido
pré-gabelar: 1- Septo nasal; 2- Coana; c) Corte frontal na regido orbital: 1- Cerébro; 2-Cristalino; 3- Retina;
d) Corte frontal na regido do vértex: 1- Ventriculo lateral, 2- terceiro Ventriculo, 3- Hemisfério cerebral; €)
Corte transversal na regido de pescoc¢o: 1- Medula espinhal, 2- eséfago, 3- 3- Traquéia; f) Corte transversal
na regido do terco médio toréxico: 1- Traquéia, 2- Timo, 3- Coracdo, 4-Auricula direita, 5- Pulmé&o; g) Corte
transversal na regido abdominal inferior: 1- Rim, 2- Pelve renal; 3- Medula espinhal, 4- Figado, 5- Alcas
intestinais; h) Corte transversal na regiao pélvica de uma fémea: 1- Ovarios, 2-Cornos uterinos, 3- Bexiga; i)
Corte transversal na regido pélvica de um macho: 1- Testiculos, 2- Bexiga.



Andlise estatistica
Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média. Foi utilizada

Andlise de Variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Dunett (p < 0,05) analisado
pelo GraphPad Prism® 5.03 (Sa et al, 2013).
Comisséo de ética em experimentacdo animal
Este estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica e experimentacdo animal
no uso de animais em pesquisa da Universidade Federal do Piaui (CEEA/UFPI)
com parecer n° 094/2014.
RESULTADO E DISCUSSAO
Os resultados obtidos neste estudo demostraram que houve uma
diminuicdo no consumo diario de racédo (Tabela 1) e uma interferéncia negativa
no desenvolvimento ponderal das ratas tratadas 100 mg/kg (Figura 4). Também
houve um aumento no consumo diario de agua no grupo 50 mg/kg (Tabela 1),
entretanto, a evolucdo ponderal das ratas tratadas com essa dose foi superior
ao grupo controle (Figura 4). Em geral, mortes, redu¢cdo no ganho de peso
corporal e alteracdo na ingestdao de alimentos e agua sdo indices simples,
porém, sensiveis de toxicidade ap0s exposi¢cdo a substancias toxicas (Volpato
et al, 2015). A diminuicdo do consumo de racao pelo grupo tratado com a maior
dose de LdHs, por 46 dias, gerou uma diferenca significativa na evolucao
ponderal desses animais que pode ser consequéncia de substancias ativas
presentes no LdHs que promovem a alteracdo do apetite. Em outro estudo, néo
foi observado alteracdo no consumo de agua e racdo em ratas tratadas do
primeiro ao décimo quarto dia de gestacdo com extrato etanélico da casca de H.
sucuuba nas doses de 250 e 500 mg/kg, porém, a maior dose reduziu o ganho
de peso materno (Soares et al, 2015). Aparentemente, neste estudo, a maior

duracdo do tratamento, foi a responsavel pala reducdo do apetite. Portanto, sdo
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necessarias outras pesquisas que evidenciem qual/quais fatores

influenciou/influenciaram a diminuicdo no apetite.

TABELA 1- Consumo diério individual de racdo e de &gua de ratas tratadas com agua
destilada (controle) e diferentes doses do LdHs (25, 50 e 100 mg/kg) durante 46 dias

Consumo diéario de racédo (g) Consumo diario de agua (mL)

Controle n=8 14,7 £ 0,301 27,3+0,570
25 mg/kg n=7 14,3 £ 0,377 27,0+ 1,15
50 mg/kg n=7 14,8 + 0,400 31,4 +0,938*
100mg/kg n=6 13,2 + 0,422* 24,9 +0,797

NOTA: Resultados expressos em média + erro padrdo médio (EPM) analisados pela ANOVA One-Way
seguido pelo Dunnett. P<0,05; *Diferenca significativa em relacdo ao grupo controle.

FIGURA 4- Evolucéo ponderal das ratas expostas ao tratamento com diferentes doses do
LdHs (25, 50 e 100 mg/kg) e agua destilada (controle) durante 46 dias

240
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G -& 25 mg/kg
— 220
S -+ 50 mg/kg
S -¥- 100mg/kg
5 200
o
©
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9 180
=

0 2 4 6 8 10
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NOTA: Resultados expressos em média + EPM analisados pela ANOVA One-Way seguido pelo Dunnett;
P<0,05; N= 8 a 6; Controle (202 +1,61), 25 mg/kg (206+1,72), 50 mg/kg (211+1,90), 100 mg/kg (194+1,39%)
*Diferenca significativa em rela¢do ao grupo controle.

A toxicidade sistémica de determinada substancia pode se manifestar,
também, por meio da alteracdo comportamental, apatia, ma condicdo de
pelagem e alteracdo da massa relativa dos o6rgaos (Pires Jr et al., 2012). Assim
como, sinais de toxicidade podem se expressar pelas alteragcfes hematologicas

e bioquimicas sanguineas (Silva et al, 2016). O peso corporal € um dos

parametros mais empregados em avaliacdes toxicoldégicas para indicar o
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aparecimento, muitas vezes precoce, de efeitos toxicos de uma determinada
substancia no organismo animal (Pires Jr, et al., 2012). O tratamento com
diferentes doses de LdHs (25, 50 e 100 mg/kg) durante 46 dias, nao alterou os
parametros bioquimicos (uréia, creatinina e fosfatase alcalina) (Tabela 2) nem
nos pesos absolutos e relativos dos 6rgédos figado, rim, baco, atero, ovério,
coracao, pulméo e adrenais (Tabela 3). A auséncia de alteracdes nos parametros

fisiol6égicos avaliados enfatiza a baixa toxicidade do LdHs nas doses testadas.

TABELA 2- Parametros bioquimicos analisados de ratas tratadas com agua destilada
(controle) e diferentes doses do LdHs (25, 50 e 100 mg/kg) durante 46 dias

Uréia (mg/dL) Creatinina (mg/dL) Fosfatase alcalina (U/L)
Controle (n=8) 63,7 £3,08 0,898 +0,0572 375 +41,2
25 mg/kg (n=7) 54,9 +3,32 0,877 +0,0534 433 +58,1
50 mg/kg (n=7) 53,5 +4,2 0,794 +0,0583 335 51,1
100mg/kg (n=6) 57,3 £3,31 0,800 + 0,0426 339 +£39,3

NOTA: Resultados expressos em média + EPM analisados pela ANOVA One-Way seguido pelo Dunnett;
P<0,05.

A analise histolégica dos tecidos demostrou caracteristicas semelhantes
entre os grupos testados. O numero de foliculos ovarianos e de corpos luteos
foi contabilizado e ndo foi observado diferenca estatistica em relacdo ao grupo
controle exceto no grupo tratado com a dose 100 mg/kg de LdHs, que apresentou
maior nimero de foliculos primarios (P<0,05) (Tabela 4). Visando investigar
uma possivel causa das alteracdes do ciclo estral, foi avaliada a presenca de
cistos foliculares no tecido ovariano, que sao condicbes patoldgicas
caracterizadas pela presenca de foliculos que falham em ovular e persistem no
ovario, o que altera a atividade ovariana ciclica (Palhdo et al., 2014), porém néao
foram observadas essas estruturas nas ratas tratadas com LdHs nas doses 25,
50 e 100 mg/kg. Esses resultados ndo evidenciam efeito significativo do LdHs

sobre a foliculogénese e a luteogénese, nas doses testadas e no periodo de

tratamento utilizado.
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TABELA 3- Massa corporal, massa absoluta e massa relativa dos 6rgéos de ratas tratadas
com &gua destilada (controle) e diferentes doses do LdHs (25, 50 e 100 mg/kg) durante 46

dias
Variaveis Controle (n=8) 25 mg/kg (n=7) 50 mg/kg (n=7) 100 mg/kg (n=6)
Massa 205 + 6,35 209 + 8,29 217 + 9,56 192 + 8,20
corporal (g)
Massa absoluta
Figado (g) 6,91 £ 0,747 6,54 + 0,682 7,03 £ 0,926 6,09 + 0,908
Rim (g) 0,853 +0,0906 0,828 +0,133 0,893 + 0,0811 0,802 + 0,149
Utero (g) 0,46 + 0,126 0,529 + 0,161 0,607 + 0,132 0,472 + 0,150
Ovario (g) 0,0508+ 0,00985  0,0544 +0,0134 0,0541+0,0049 0,0513+0,0115
Baco (9) 0,739 + 0,135 0,792 £ 0,188 0,766 + 0,137 0,655+ 0,0419
Pulmdo (g) 1,4+0,193 1,37 £ 0,224 1,61 + 0,450 1,3 + 0,0677
Coragdo(g) 0,744 +0,086 0,733+ 0,108 0,760 + 0,0752 0,684+ 0,0654
Adrenal (g)  0,0329 + 0,005 0,0263 + 0,006 0,0295 + 0,005 0,0260+ 0,005
Massa relativa (peso do 6rgao/peso corporal x 100)
Figado (%) 3,37 £ 0,0428 3,14 £ 0,100 3,25 +0,125 3,16 +0,123
Rim (%) 0,417 + 0,00993 0,401 + 0,0309 0,415+ 0,0170 0,415 +0,0186
Utero (%) 0,224 + 0,0201 0,255 + 0,0326 0,284 + 0,0266 0,242 +0,0226
Ovario (%) 0,0248+ 0,00142  0,0261+0,00236 0,0252+0,00135 0,0267+0,00234

Baco (%)

Pulmao (%)
Coracao(%)
Adrenal (%)

0,359 + 0,0167
0,684 + 0,0253
0,363 + 0,00758
0,0161 + 0,00076

0,385 + 0,0434

0,666 + 0,0538

0,355 + 0,0254
0,0128+0,00133

0,352 +£0,0118
0,738 + 0,0490
0,355 + 0,0203
0,0138+0,00111

0,343 +0,0148
0,680 +0,0229
0,357 +0,0109
0,0135+0,000967

NOTA: Resultados expressos em média + EPM analisados pela ANOVA One-Way seguido pelo Dunnett;

P<0,05.

TABELA 4: Numero médio de foliculos ovarianos e corpo luteos de ratas submetidas aos
tratamentos com agua destilada (controle) e diferentes doses do LdHs (25, 50 e 100 mg/kg)

durante 46 dias

Controle (n=8) 25 mg/kg (n=7)

50 mg/kg (n=7)

100 mg/kg (n=6)

Foliculo primordial
Foliculo primario

Foliculo secundario

Foliculo terciario

Foliculo degenerado

Corpo lateo

3,83+0,601
3,83+0,477
5,83+0,477
1,33+0,494
1,83+0,401
4,33+0,615

3,71+0,747
4,14+0,884
6,570,841
0,857+0,340
2,71+0,522
5,71+0,421

4,17+1,19
6,17+0,872
6,67+0,667
1+0
1,830,477
4,67+0,919

4,83+0,872
6,83+0,654*
6,83+0,946
1+0,258
2,67+0,494
3,83+0,307

NOTA: Resultados expressos em média + EPM analisados pela ANOVA One-Way seguido pelo Dunnett;
P<0,05; *Diferenca significativa em relagao ao grupo controle.
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A citologia vaginal € um método simples, rapido e eficaz, observando-se
variacOes dos tipos celulares vaginais, coincidente com a fase hormonal
correspondente, sofrendo modificacdes ao longo do ciclo estral, sob influéncia
dos horménios esteroides estradiol e progesterona. O epitélio vaginal é
responsivo as mudancas do estrégeno circulante e a citologia vaginal pode ser
interpretada como uma mensuracao indireta das concentracdes de estrégeno
(Pimentel et al., 2014). Foi observado uma diminuicdo no numero de ciclos
estrais e um aumento na duracdo média do ciclo estral nos animais tratados com
a dose 100 mg/kg de LdHs (Figura 5), sem afetar a frequéncia relativa das fases,
em nenhuma das doses testadas (Tabela 5). Esse resultado pode ser devido a
uma reducdo do crescimento folicular, observado pelo aumento do namero de
foliculos primarios, segundo a analise histolégica e pode ser consequéncia da
alteracdo nutricional observado na reducdo do apetite e do desenvolvimento

ponderal (Bisinotto et al., 2012).

TABELA 5- Frequéncia relativa (%) das fases do ciclo estral de ratas tratadas com agua
destilada (controle) e diferentes doses do LdHs (25, 50 e 100 mg/kg) durante 46 dias

Proestro Estro Metaestro Diestro
Controle (n=8) 32,4 +1,88 28,7+1,84 9,31+1,75 295+1,82
25 mg/kg (n=7) 29,2 £1,95 26,7 £1,85 15,2 +1,27 28,9 +2,17
50 mg/kg (n=7) 32,2+1,70 26,1 +1,78 12,5+2,10 29,2 +2,44
100mg/kg (n=6) 351+1,63 23,1 +1,50 10,6 + 2,20 31,2+2,10

NOTA: Resultados expressos em média + EPM analisados pela ANOVA One-Way seguido pelo Dunnett;

P<0,05.
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FIGURA 5- Numero de ciclos estrais (A) e duragéo do ciclo estral (B) de ratas tratadas com
agua destilada (controle) e diferentes doses do LdHs (25, 50 e 100 mg/kg) durante 46 dias
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NOTA: Resultados expressos em média + EPM analisados pela ANOVA One-Way seguido pelo Dunnett;
P<0,05; N= 8 a 6; *Diferenca significativa em relagéo ao grupo controle.

As ratas gestantes que receberam o tratamento nas doses 25 e 100 mg/kg de LdHSs,
durante o 8 ° dia ao 19 ° de gestacdo, ndo manifestaram diferenca significativa nos
parametros gestacionais analisados em comparacao ao grupo controle (Tabela 6). Também
o tratamento com LdHs né&o interferiu no desenvolvimento ponderal das ratas em nenhuma
das doses analisadas (Figura 6). Todavia, um estudo com doses superiores as utilizadas
neste estudo, demostrou efeitos toxicos, no qual o tratamento com o extrato etandlico da
casca de H. sucuuba na dose de 250 mg/kg, durante o primeiro 1° ao 14° dia de gestacao,
causou uma reducédo na eficiéncia placentaria, um aumento nas perdas pré-implantacao e
no peso placentario. O tratamento com a dose de 500 mg/kg desse extrato provocou uma
diminuicdo significativa na eficiéncia placentaria, no peso corporal dos fetos, no ganho de
peso materno (excluido o peso do Utero gravidico) e no ganho de peso materno. Essa dose
também promoveu um aumento significativo das perdas pré-implantacdo (Soares et al,

2015).
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TABELA 6- Parametros gestacionais de ratas tratadas com agua destilada (controle) e nas
doses 25 e 100 mg/kg do LdHs durante o 8 ° dia ao 19 °© de gestacéo

Controle (n=7) 25 mg/kg (n=4) 100mg/kg (n=5)

Namero de fetos 10,1 +0,340 8,25+ 1,18 9 +0,632
Namero de fetos vivos 10 +0,309 7,5%1,04 8,8+0,8
NUumero de implantacdes 10,140,340 941,08 9,240,374
NUumero de placentas 10,140,340 8,25+1,18 8,840,583
NUumero de corpo luteo 10,4+0,429 11,3+0,25 10,2+0,49
indice de implantacéo 97,6+1,57 80+9,3 91+5,57
indice de reabsorcéo 0 8,75+6,98 2,6%4,34
NUumero de reabsorcdes 0 0,75+0,629 0,240,374
Perdas pré-implantacéo (%) 2,43+1,57 20+9,3 945,57
Perdas pds-implantacéo(%) 1,29+1,29 15,5+9,77 546,09
Relacédo prole/Progenitora 10+0,309 7,5£1,04 8,8+0,8
indice de viabilidade 98,7+1,29 92,5+7,5 97,2+2,8

NOTA: Resultados expressos em média + EPM analisados pela ANOVA One-Way seguido pelo Dunnett;
P<0,05. indice de implantacdo = (n° implantacées/n® corpos liteos) x 100; indice de reabsor¢des = (n°
reabsorcdes* / n° implantacfes) x 100; * n° de reabsor¢des = (n° implantacfes) — (n° fetos); Perdas preé-
implantes = (n° de corpos liteos — n° de implantac@es /n° de corpos liteos) x 100; Perdas pds-implante = (n°
de implantac@es — n° de nativivos / n° de implantacdes) x 100; Relacdo prole/mée: representada pelo nUmero
de fetos vivos por fémea prenhe; e indice de viabilidade: representado pela divisdo do nimero de fetos vivos
pelo nimero total de filhotes multiplicado por cem.

FIGURA 6 - Evolucdo ponderal das ratas gestantes expostas ao tratamento com LdHs (25
e 100 mg/kg) e agua destilada (controle) durante o 8° dia ao 19° de gestacao
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NOTA: Resultados expressos em média + EPM analisados pela ANOVA One-Way seguido pelo Dunnett;
P<0,05; (N=4 a 7).
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Nenhuma das doses testadas de LdHs (25, 50 e 100 mg/kg) interferiu
negativamente nos parametros gestacionais de camundongos fémeas que foram
tratadas durante o 8° ao 12° dia de gestacado (Tabela 7). No indice placentario
(eficiéncia placentéaria) observou-se um aumento significativo na dose 100 mg/kg
de LdHs quando comparado com o grupo controle (Figura 7). O indice
placentario (IP) é comumente definido como peso (em gramas) de feto produzido
por peso (em gramas) de placenta (Guimaraes, Meirelles & Fernandes, 2015).
Um IP elevada significa que as placentas mantém um desenvolvimento fetal
adequado, sem afetar sua viabilidade (Panzardi et al., 2009). Placentas
pequenas estdo associadas a menores valores de permeabilidade placentaria
por quilograma de peso fetal. Entdo, a capacidade do feto para crescer e
amadurecer no utero presume-se estar relacionada com a habilidade da placenta
em oferecer nutrientes. Recém-nascidos ligados a uma placenta pequena
apresentam maior incidéncia de sofrimento fetal (Duarte et al., 2014). Portanto,
esse aumento do IP do grupo tratado com a maior dose de LdHs ndo promove

consequéncia negativa para o feto.

TABELA 7- Parametros gestacionais de camundongos fémeas tratadas com &agua
destilada (controle) e diferentes doses LdHs (25, 50 e 100 mg/kg) durante o 8° dia ao 12°
de gestacéao

Parametros gestacionais Controle 25 mg/kg 50 mg/kg 100mg/kg
(n=13) (n=15) (n=13) (n=13)

Utero gravidico (g) 13,2+2,03 12,5+3,03 13,1+2,3 13,3+2,95
Utero vazio (g) 0,911+0,155 0,950+0,186 1,01+0,144 1,060,316
Quantidade de filhotes 9,85+2,12 9,08+1,5 9,20 £ 2,27 9,15+1,46
Peso filhote (Q) 1,06 £ 0,159 0,964+0,156 1,06+ 0,112 0,955+0,078
Quantidade de placentas 9,08+1,5 9,33+2,32 9,08+1,5 9,85+2,12
Peso placenta (g) 0,128+0,025 0,127+ 0,017 0,142+0,031 0,150+0,024

NOTA: Resultados expressos em média + EPM analisados pela ANOVA One-Way seguido pelo Dunnett;
P<0,05.
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FIGURA 7- indice placentario (grama/grama) de camundongos fémeas tratadas com agua
destilada (controle) e diferentes doses do LdHs (25, 50 e 100 mg/kg) durante o 8 ° dia ao
12 °© de gestacédo
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NOTA: Resultados expressos em média + EPM analisados pela ANOVA One-Way seguido pelo Dunnett;
P<0,05; N= 13 a 15; *Diferenca significativa em relagdo ao grupo controle.

Na analise esquelética da prole de ratas prenhes tratadas com LdHs (25,
50 e 100 mg/kg), durante 8° ao 12° dia de gestacdo, nado foi observada
malformacédo esquelética significativa nos fetos quando comparados com a
avaliacdo do esqueleto dos fetos gerados pelas ratas do grupo controle (agua
destilada). Essa analise foi realizada através da verificacdo dos pontos de
ossificacdo em 56 fetos do grupo controle, 66 fetos do grupo 25 mg/kg, 55 fetos

do grupo 50 mg/kg e 60 fetos do grupo 100 mg/kg.

Na analise visceral também ndo foi observada nenhuma alteracao
significativa dos 6rgdos analisados dos fetos, cujas progenitoras foram tratadas
com LdHs nas doses 25, 50 e 100 mg/kg durante 8° ao 12° dia de gestacéo
guando comparados com a analise visceral dos fetos gerados pelas ratas do
grupo controle (dgua destilada). Essa analise foi realizada através de
cortes/microdissecacdes em 63 fetos do grupo controle, 70 fetos do grupo 25

mg/kg, 62 fetos do grupo 50 mg/kg e 67 fetos do grupo 100 mg/kg.
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Portanto, as doses 25 e 50 mg/kg de LdHs se revelaram seguras, entretanto

a dose 100 mg/kg nédo causou interferéncias gestacionais mas diminuiu a
eficiéncia reprodutiva e promoveu uma baixa toxicidade sistémica pois causou
uma diminuicdo no consumo de racao e interferiu no desenvolvimento ponderal.
Dessa forma, sugere-se a continuacdo de estudos relacionados a seguranca do

LdHs, utilizando outras doses e outras espécies de animais.
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ANEXO B- Exsicata da H. sucuuba depositada no acervo TEPB/UFPI
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