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Resumo

Parkia platycephala Benth, familia Leguminoseae, popularmente conhecida como
faveira, faveira-preta, visgueira e fava-de-bolota; tem suas vagens utilizadas na
suplementacdo alimentar de ruminantes, nas areas de cerrado. Algumas
propriedades farmacologicas, como gastroprotetora e antinociceptiva, ja foram
demonstradas nas folhas desta espécie, assim estudos toxicolégicos sao
necessarios para respaldar sua utilizacao terapéutica, com seguranca e eficacia.
Este trabalho teve como objetivo avaliar toxicidade do extrato etandlico das folhas de
Parkia platycephala Benth (EtOH-Pp) sobre parametros sistémicos e reprodutivos,
em ratas Wistar. Na avaliagdo de toxicidade do ciclo estral quatro grupos de ratas
nao prenhas receberam: Gl-adgua destilada (veiculo), G2-250, G3-500 e G4-
1000mg/kg/dia do extrato EtOH-Pp, durante trinta dias. As ratas foram examinadas
diariamente por meio de esfregaco vaginal a fresco, quanto a frequéncia das fases
do ciclo estral. Concomitantemente a toxicidade sistémica foi realizada afericdo dos
consumos de agua, racdo e massa corporea. Ao final deste periodo, as ratas foram
anestesiadas e o sangue foi coletado por puncédo cardiaca para obtencdo do soro e
dosagem de AST, ALT, ALP, bilirrubina total, direta e indireta, uréia e creatinina.
Logo apds, foram eutanasiadas e removidos coragdo, cérebro, hipofise, adrenais,
figado, rins, baco, ovarios e utero, os quais foram avaliados macroscopicamente,
aferidas suas massas absolutas e calculadas respectivas massas relativas em
propor¢cdo a massa do cérebro. Fragmentos dos érgéos foram fixados para analise
histopatoldgica. No teste de toxicidade reprodutiva, quatro grupos de ratas prenhas
receberam, durante dezenove dias: G1-agua destilada (veiculo),G2-250, G3-500 e
G4-1000mg/kg/dia do extrato EtOH-Pp. Apds este periodo, as ratas foram
submetidas a cesarianas e retirados os uteros para avaliacdo do numero e massa de
fetos vivos, mortos e placentas, niumero de sitios de implantacdo e presenca de
malformacdes congénitas macroscépicas. Em seguida os ovarios foram retirados e
avaliados o numero de corpos luteos. O extrato Pp-EtOH induziu aumento do indice
da fase diéstrica na dose 1000mg/kg, reducdo da ingestdo de agua e racdo e da
massa corporea nas doses 500 e 1000mg/kg, quanto a massa dos 6rgaos, somente
0 Utero teve reducao significante nas doses 250, 500 e 1000mg/kg. Nas dosagens
biogquimicas, apenas aumento significante de fosfatase alcalina nas doses 500 e
1000mg/kg. Quanto a toxicidade gestacional, o extrato, provocou aumento dos
indices de reabsorcdo e perdas pos-implante na dose 1000mg/kg, sem
aparecimento significativo de natimortos por ocasido da cesariana. Portanto, ha
evidéncias de toxicidade sistémica e reprodutiva do extrato EtOH-Pp.

Palavras-chaves: Parkia platycephala Benth; toxicidade sistémica e reprodutiva,
ciclo estral; potencial abortivo.



Abstract

Parkia platycephala Benth, family Leguminoseae, popularly known as field bean, field
bean, black bean and visgueiro-of-acorn; has its pods used in supplementary feeding
of ruminants in savannah areas. Some pharmacological properties, such as
antinociceptive and gastroprotective, have been demonstrated in the leaves of this
species, and studies are needed to support its therapeutic use safely and effectively.
This experiment aimed to evaluate the toxicity of ethanol extract from leaves of
Parkia platycephala Benth (EtOH-Pp) on systemic and reproductive parameters in
Wistar female rats. In the evaluation of toxicity of the estrous cycle four groups of not
pregnant rats received: Gl-distilled water (vehicle), G2-250, G3-500 and G4-
1000mg/kg/dia of the EtOH-Pp extract, for thirty days. The rats were examined daily
by fresh vaginal smear, about the frequency of the estrous cycle phases.
Concomitant with the systemic toxicity was carried out measurement of water and
food consumption and body mass. At the end of this period, the rats were
anesthetized and blood was collected by cardiac puncture to obtain serum and
determination of AST, ALT, ALP, total bilirubin, direct and indirect, urea and
creatinine. Soon after, they were euthanized and removed the heart, brain, pituitary,
adrenal, liver, kidneys, spleen, ovaries and uterus, which were evaluated
macroscopically measured their absolute masses and calculated their relative
masses in proportion to the mass of the brain. Fragments of organs were fixed for
histopathological analysis. In reproductive toxicity test, four groups of pregnant rats
received, for nineteen days: G1-distilled water (vehicle), G2-250, G3-500 and G4-
1000mg/kg/dia of the extract EtOH-Pp. After this period, the rats were subjected to
caesarean and the uteri removed for evaluation of the number and weight of live and
dead fetuses, placentas, number of implantation sites and the presence of
macroscopical congenital malformations. Then the ovaries were removed and
evaluated the number of corpora lutea. The extract EtOH-Pp induced increase in the
rate of phase diestrica 1000mg/kg dose, reduction in water and food intake and body
weight at doses 500 and 1000mg/kg, and the mass of organs, only the uterus had a
significant reduction in doses 250, 500 and 1000mg/kg. In biochemical tests, only
significant increase in alkaline phosphatase at doses 500 and 1000mg/kg. In the
pregnancy toxicity test, the extract caused increased rates of resorption and post-
implantation losses in the 1000mg/kg dose, no significant occurrence of stillbirth at
the time of cesarean section. Therefore, there is evidence of systemic and
reproductive toxicity of the extract EtOH-Pp.

Keywords: Parkia platycephala Benth; systemic and reproductive toxicity; estrous
cycle; abortive potential.
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1 INTRODUCAO

Ao longo dos anos, a observacdo e utilizacdo das propriedades
terapéuticas das plantas medicinais por povos da antiguidade foi determinante para
sua propagacdo como cultura popular. Relatos registram o uso de plantas por volta
de 3.000 a.C. na obra Pen Ts'ao do chinés Shen Nung que utilizava 6leo de
chaulmoogra no tratamento da lepra. No ano 78 a.C., o botanico grego Pedanios
Dioscorides descreveu cerca de 600 plantas medicinais, no tratado De Materia
Medica que permaneceu por catorze séculos como fonte de referéncias. Em 1.550
d.C, Ebers papirus descrevia plantas utilizadas no Egito (AMEH et al., 2010).

A investigacdo das bases terapéuticas de algumas dessas plantas, no
entanto, se fez necessario, no século XVI, quando Paracelsus através do proveérbio
latim similia similibus curantur; “semelhante cura semelhante” propunha alguns
indicios de seu uso clinico postulando que a forma, a cor, o sabor e odor das
plantas estavam relacionadas com suas propriedades terapéuticas (TUROLLA,;
NASCIMENTO, 2006).

Em decorréncia de sua importancia para utilizacéo terapéutica, a partir do
século XIX, algumas plantas ndao s6 foram incluidas em farmacopéias alopaticas e
homeopéticas como passaram a ser alvo de processo de extracdo de principios
ativos em substituicdo aos extratos vegetais, como ocorreu com o0 isolamento da
morfina a partir da Papaver somniferum L., em 1803, por Setlrner e até hoje
utilizada no combate a dor; da quinina e quinidinas isoladas da Chinchona spp., em
1819 e da atropina da Atropa belladona, em 1831 (FOGLIO et al., 2006; TUROLLA,;
NASCIMENTO, 2006).

Os metabdlitos secundarios, fonte de principios ativos dos medicamentos
de origem vegetal, resultam do metabolismo das plantas e apresentam
especificidade em géneros e espécies. Suas variacdes ocorrem em resposta as
condicbes de mudancas como presenca de agentes herbivoros, polinizadores e
microorganismos, fato que determina o caminho de biossintese dessas substancias
caracterizando-as com acdes terapéuticas ou toxicas (PANDEY et al., 2011). Desse
modo, os compostos fendlicos como flavonoides, classe de metabdlitos secundérios,
podem apresentar tanto propriedades terapéuticas, antioxidantes e antiinflamatoria

guanto toxicas, abortivas e antinutrientes, encontradas também em saponinas
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(POURMORAD et al.,, 2006; YAKUBU et al.,, 2010; NWAOGU; UDEBUANI, 2010;
SANDHAR, 2011).

Uma grande lacuna na producdo de farmacos de origem vegetal ocorreu
até meados do século XX, em decorréncia da producdo dos farmacos via sintese
qguimica, crescimento do poder econémico das grandes industrias farmacéuticas e
auséncia das comprovacdes cientificas das substancias de origem vegetal. Além
disso, havia dificuldade de controle quimico, fisico-quimico, farmacolégico e
toxicoldgico dos extratos vegetais até entdo utilizados (RATES, 2001).

Em auxilio a saude, o interesse por plantas medicinais ressurgiu nos
altimos anos e tem sido estimulado devido ao elevado custo das drogas
industrializadas, bem como a necessidade de bioprospeccdo de novas drogas
derivadas de plantas. Dentre essas, 0s quimioterapicos e medicamentos
fitoterapicos da medicina tradicional passaram a ter um enfoque voltado para
producao industrial (SOETAN et al., 2009; PANDEY et al., 2011).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) mais de 4 bilhdes de
pessoas no mundo ou 80% da populacdo mundial utilizam plantas medicinais na
atencdo primaria a saude. Com isso, vem ocorrendo um crescimento do mercado
mundial de fitoterapicos, que ja alcancou 60 bilh6es de ddlares e um crescimento
anual de 5 a 15%, haja vista o fato de mais da metade dos farmacos atuais provirem
de plantas (QUIRISHI et al., 2010).

De forma geral, os fatores de expansdo da fitoterapia devem-se aos
efeitos adversos de farmacos sintéticos, a preferéncia dos consumidores por
produtos “naturais”, crescente validacdo cientifica das propriedades farmacoldgicas
de espécies vegetais, desenvolvimento de novos métodos analiticos para o controle
de qualidade, desenvolvimento de novas formas de preparacdo e administracédo de
produtos e ao relativo baixo custo (SOUZA-MOREIRA et al., 2010).

No entanto, o uso das plantas medicinais e derivados tem percorrido uma
longa trajetéria histOrica entre a restauracdo da saude e surgimento de efeito
colaterais e/ou adversos, na linha ténue entre o bem e o mal, fato corroborado pelo
aumento do uso “terapéutico” das plantas pela populagdo seguindo a idéia errbnea
de que “se é natural, ndo faz mal’. Pensamento incoerente com 0s registros de
intoxicagbes humanas por plantas, inclusive por aquelas usadas como medicinais
(MARIZ, 2007).



15

Segundo o Sistema Nacional de Informacdes Toxico-Farmacoldgicas
(SINITOX), no Brasil foram registrados 8.326 casos por intoxicagdes de plantas entre
0s anos de 1985 a 1993. Dados mais recentes (Tabela 1) demonstram que o
problema persiste com a ocorréncia de 18.579 casos, entre os anos de 1999-2009
(BORTOLETTO et al., 1996; SINITOX, 2011).

TABELA 1 - Casos de intoxicagdes por plantas, no Brasil, entre os anos 1999-2009

Intoxicag&o por plantas no Brasil

ano 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2007 2008 2009
n°casos 1759 1606 1672 1756 1990 1704 1959 1657 1309 1289

Fonte: (SINITOX, 2011).

O uso irracional de plantas medicinais e derivados se apresenta como
grave problema de salde publica em nosso pais por diversos fatores, tais como:
automedicacao inadequada; uso de produtos fora do padrdo minimo de qualidade; e
desinformacédo sobre os riscos associados aos medicamentos, que concorrem para
as intoxicacoes registradas (MARIZ, 2007).

Evidéncias sugerem que os efeitos adversos do uso de plantas medicinais
sdo menos frequentes que os advindos de drogas convencionais, mas estudos
cientificos confirmam que eles existem (HAQ, 2004; GEORGE 2011).

Os efeitos adversos das plantas medicinais podem ser devido a fatores
intrinsecos como toxicidade, alta dosagem e interacdo com drogas convencionais, e
0S mais conhecidos que sdo extrinsecos a preparagcao relacionam-se a varios
problemas industriais como falta de padronizacdo, falhas nas boas praticas de
producdo, contaminagdo, substituicAo ou adulteragcdo de plantas, preparacao
incorreta ou dosagem (CALIXTO et al., 2000).

Atualmente ja sdo conhecidos outros fatores, além da dose, que podem
transformar um remédio em veneno. Relacionam-se as condi¢des de exposicdo, que
podem estar ligados tanto ao produto utilizado (freqiiéncia de uso e/ou exposicao,
forma farmacéutica etc), quanto ao organismo do usuario (idade, sexo, raca, estados
fisiopatoldgicos etc) e até mesmo ao uso desnecessario, como recreacional de
psicofarmacos (LARINI, 1993; AMARAL; BARCIA; 2003).
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E reconhecido que dados de seguranca e eficacia de varias plantas
medicinais ainda ndo séo suficientes para dar suporte ao seu uso, por vezes devido
a falta de metodologias adequadas de avaliacdo destas plantas. Muitas vezes néo
se conhece o principio ativo ou téxico e sua concentracao (SOUZA-MOREIRA et al.,
2010).

Desta forma, estudos toxicolégicos foram elaborados como métodos
cientificos para identificar e avaliar o potencial risco para a saude humana, do uso
de xenobidticos, mais especificamente no desenvolvimento de drogas candidatas a
farmacos (BUCKLEY; DORATO, 2009). Quando realizados com medicamentos
fitoterapicos esses estudos tem contribuido para promover o uso racional desses
produtos (LAPA et al., 2000).

O conhecimento do que sdo medicamentos fitoterapicos € imprescindivel
para o desenvolvimento de estudos nos mais diversos aspectos como eficacia,
seguranca, controle de qualidade, regulamentacdo e, até mesmo, aspectos
econdmicos (CALIXTO, 2000).

Assim, medicamentos fitoterapicos ou fitomedicamentos sdo preparacdes
padronizadas contendo uma mistura complexa de partes de uma ou mais plantas no
estado natural ou processado, sdo obtidos empregando-se exclusivamente matérias-
primas ativas vegetais. Geralmente, os principios ativos sdo desconhecidos e o
produto é destituido de uma acdo farmacologica forte e imediata sendo
desaconselhado o seu uso em emergéncia. De tal forma, caracterizam-se por
possuirem eficacia e risco de uso conhecidos, bem como, qualidade reprodutivel e
constante. Seus aspectos de eficacia e seguranca podem ser validados através de
levantamentos etnofarmacologicos de utilizacdo, documentacdes tecnocientificas em
publicacdes, ou ainda, em ensaios clinicos de fase trés (BRASIL, 2004a).

Com a finalidade de respaldar os estudos toxicolégicos para garantir
seguranca e eficicia durante a utilizacdo de fitomedicamentos a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) ndo somente publicou uma regulamentacdo
especifica para estudos de toxicidade e eficacia de medicamentos fitoterapicos, em
1996, como também um guia para realizacdo de estudos de toxicidade pré-clinica e
clinica de fitoterapicos, em 2004 (BRASIL, 1996, 2004 b).

O interesse das autoridades politicas brasileiras se faz presente nos
altimos anos com a implementacdo, em 2006, da Politica Nacional de Plantas

Medicinais e Fitoterapicos, e a aprovacdo do Programa Nacional de Plantas
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Medicinais e Fitoterapicos e criagdo do Comité Nacional de Plantas Medicinais, em
2008, objetivando "garantir a populacéo brasileira 0 acesso seguro e 0 uso racional
das plantas medicinais e fitoterapicos, promovendo o uso sustentavel da
biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da inddstria nacional’
(BRASIL, 2006, 2008). Para demonstrar a continuidade do enfoque a essa area de
plantas medicinais, em 2009, foi publicada a Relagcdo Nacional das Plantas
Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Satde - RENISUS (BRASIL, 2009), o

que respalda o interesse em estudos com plantas.

1.1 Toxicidade Sistémica

As mudancas no consumo diario de racéo, agua e na massa corporea sao
indicadores valiosos na avaliacdo da toxicidade de compostos ou preparagdes
(BAILEY et al., 2004).

Em adicdo ao seu papel na bioquimica de muitos processos metabdlicos
essenciais nos mamiferos a agua é requerida para ajustar a temperatura corpérea,
excretar produtos finais da digestdo e xenobidticos, atingir saciedade, lubrificacdo da
alimentacdo na boca e estdmago. Diversos fatores influenciam o consumo de agua
entre eles: temperatura do ambiente, nivel de atividade fisica, ritmo diurno, contetdo
de proteinas, minerais e umidade, limpeza ou adulteracdo da agua com substancias
toxicas bem como alteracbes no paladar devido a presenca de substancias quimicas
que provocam reducdo no consumo de agua nos grupos em teste (CAMPBELL et
al., 2009).

Logo apds a diminuicdo da ingestdo de agua uma condicdo de
desidratacdo se desenvolve seguida por hiperosmolemia, falta de apetite e
consequente diminuicdo da ingestdo de alimento. De modo que, a influéncia da
desidratacdo ocasionando falta de apetite pode ter sua explicacdo devido a
hiperosmolemia provocar: aumento da saciedade e interferir ndo com o inicio da
alimentacdo, mas com o seu término de forma brusca, atuando em regides do
controle hipotalamico (WATTS; BOYLE, 2010).

Entre os varios efeitos da desidratacdo destacam-se: perda de
massa corporea devido a diminuicdo da ingestdo de agua e decomposicao de
tecidos no esforco para fornecer suficiente agua para processos fisiologicos
bésicos (CAMPBELL et al., 2009).
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Um outro importante requisito em experimentos toxicologicos é a
capacidade de avaliar efeitos de xenobidticos em o6rgéos especificos realizada
através de seus exames macroscopicos, medidas de pesos e histopatologia dos
tecidos (BAILEY et al., 2004). Desta forma, alteracbes nas massas dos 6rgaos tem
sido aceitas como indicadores de efeitos relacionados ao tratamento, até mesmo na
auséncia de mudancas morfoldgicas, fato que contribui para identificacdo de 6rgéos
especificos quanto aos efeitos toxicos de uma substancia (WOLFSEGGER et al.,
2009).

A massa corpOrea é um item importante para avaliacdo da toxicidade de
uma substancia, comparando-se a massa dos 0rgdos em propor¢cdo da massa
corpOrea (massa relativa) entre grupo controle e os tratamentos verifica-se se a
substancia em teste alterou a massa dos 6rgaos (WOLFSEGGER et al., 2009).

As massas dos 6rgaos sdo usualmente calculadas como valores relativos
expressos em percentagem da massa corpérea ou cérebro, um substituto da massa
corpOrea que usualmente ndo é afetado por xenobidticos (BAILEY et al., 2004,
WOLFSEGGER et al., 2009).

Entre os artefatos que podem interferir nas medidas das massas
corporais e influenciar as mudancas ocorridas durante as medidas das massas
relativas de érgaos especificos em relagdo a massa corpOrea estdo alteracdes no
crescimento resultante de indigestibilidade, deficiéncia de nutrientes ou restricdo de
alimentos (BAILEY et al., 2004).

As alteracdes dos parametros bioquimicos do soro em seus diversos
graus de ocorréncia correlacionadas com histéria e sinais clinicos, histopatologia e
técnicas moleculares sdo utilizadas no diagnéstico de toxicidade induzida por
drogas, em tecidos especificos (RAMAIAH, 2007).

A Injaria hepatica é a mais comum manifestacao de toxicidade por droga
com relatos de casos por faléncia aguda superior a 50 % (LEE et al., 2003), e
corresponde ainda ao mais largo obstaculo para o desenvolvimento de drogas e a
maior razao para retirada de drogas do mercado (CULLEN; MILLER, 2006).

As mudancas significativas nas enzimas classicas ALP (fostatase
alcalina), AST (aspartato aminotransferase) e ALT (alanina aminotransferase)
sugerem dano hepatico, pois representam indices confiaveis de toxicidade hepatica
ou alteracdo da integridade da membrana celular bem como lise ou morte celular
(AMIDA et al., 2007).
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A magnitude e duracdo do aumento das atividades de enzimas de ligacao
hepatocelular no plasma é dependente do seu estado inato de atividade tecidual,
localizacdo, razdo de remocdo do plasma e o tipo e severidade da injuria
(RAMAIAH, 2007).

As elevacdes das enzimas de ligacdo hepatocelular que séo excretadas
para a corrente sanguinea ocorrem devido alteracdes na permeabilidade da
membrana basal-lateral dos hepatdcitos que revestem os sinusoéides seguinte a
injaria ou disturbios metabdlicos (SOLTER et al., 2005).

Entre as principais enzimas de ligacdo hepatocelular estdo ALT e AST.
ALT é mais especifica nos hepatdcitos de ratos, macacos e caes; apresenta meia
vida entre 40-60 horas, localizacao citosélica e por levar dias para retomar a niveis
normais de atividade € marcador confiavel para injuria hepatocelular aguda, sub-
aguda e crénica (AMACHER, 2002; MEYER; HARVEY, 2004).

Enquanto AST é encontrada em variedades de tecidos como coracao,
cérebro, figado, musculos esqueléticos e células vermelhas, apresenta meia-vida de
12 horas com elevacdes de suas concentracdes seguintes a traumas musculares e
hemdlises. Devido localizag&o citosoélica (CAST) e mitocondrial (MAST) é necessério
severa necrose no figado para sua elevagdo (RAMAIAH, 2007).

As enzimas de sintese ou de inducdo colestatica tem sua producao
aumentada do lado apical da membrana plasmatica que reveste o canaliculo apos
prejuizo do fluxo biliar, colestase, tratamento exdgeno de drogas como 0sS
glicocorticéides, ou excesso de corticosteréides enddégeno (RAMAIAH, 2007).

Como representante das enzimas de indugdo colestatica esté a fosfatase
alcalina (ALP) que é frequentemente empregada para avaliar integridade da
membrana plasmatica e reticulo endoplasmatico (ADEBAYO et al., 2003).

De acordo com Ramaiah (2007) a fosfatase alcalina apresenta duas
isoformas principais: intestinal e hepatobiliar localizadas em suas respectivas
membranas, e somente a isoforma hepatobiliar é indicativa de colestase.

Um significante aumento nos niveis da fosfatase alcalina (ALP) pode ser
atribuido as alteragdes no metabolismo do muasculo esquelético ou defeito no ducto
biliar (AMIDA et al., 2007) e hepatite ou alteracdo 6ssea (OLUDURO; ADERIYE,
2009).

Entre as causas da reducdo de atividade da fosfatase alcalina estdo a

perda de componentes da membrana celular para dentro do fluido extracelular e
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inibicdo ou inativagdo da molécula enzimética no local. Como consequéncia existe
menor disponibilidade do grupo fosfato devido a fosforilacdo dos grupos etanolamina
e colina necessarios para sintese dos fosfolipideos da membrana,
fosfatidiletanolamina e fosfatidilcolina, respectivamente, afetando a flexibilidade da
membrana e provocando diminuicdo da permeabilidade das células epiteliais
(ADEBAYO et al., 2003).

Em conjunto com as enzimas de inducé&o bilirrubina total (BIL T) pode ser
empregada para detectar colestase, e corresponde a um pigmento vermelho gerado
da degradacédo do grupo heme apds acdo dos macrofagos em células vermelhas
sanguineas. A bilirrubina ndo conjugada ou indireta (BIL IND) gerada circula ligada
a albumina até o figado onde é conjugada com acido glicurénico, em bilirrubina
direta (BIL D), através de uridina difosfosfato glicuronilfosfato, para poder ser
excretada através dos canaliculos devido aos limites impostos pela membrana
canalicular sendo em seguida secretada no duodeno (RAMAIAH, 2007).

Os valores proporcionais de bilirrubina direta e indireta compreendem
concentracfes de bilirrubina total que é usada para diferenciar hiperbilirrubinemia
hepética e extra-hepatica (MEYER ; HARVEY, 2004).

Segundo Zucker et al.,, (2001) existem situacbes em que drogas
aumentam  significativamente os niveis de bilirrubina sem evidéncias
histopatolégicas de colestase ou clinicas de hemdlise. Nestes casos é importante
medir as fraces de bilirrubina, pois existem drogas que podem inibir o transporte da
bilirrubina para dentro do hepatdcito ou inibir a conjugagdo dentro do figado
resultando em hiperbilirrubinemia.

Durante colestases hepatica e pds hepatica a elevacao da bilirrubina total
no soro pode ser observada devido ao retorno da bilirrubina conjugada para o
sangue. Outras razfes extra-hepaticas de colestase incluem hemdlise, bilirrubinemia
pré-hepética, e severo déficit de funcdo hepatica resultando na falha da excre¢éo de
bilirrubina para dentro do canaliculo, bilirrubinemia pos-hepatica (RAMAIAH, 2007).
Enquanto diminuicdo nos valores de bilirrubina € indicativo de obstrucdo na
secrecéo da bile (IWUANYANWU et al., 2010).

Entre os marcadores de injuria renal estdo uréia (UREA) e creatinina
(CREA) produtos do metabolismo do nitrogénio encontradas no sangue. A elevacao
destas enzimas fornecem indicios de sobrecarga renal, insuficiéncia renal aguda ou
aumento do catabolismo protéico (CAMPELLO et al., 2009).
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De acordo com Mariz (2007), os valores de referéncia (VRef) dos
parametros bioquimicos, em ratas sdo; AST (76-100 U/L); ALT (45-61 U/L), ALP (57-
61 U/L); UREA (52-62 mg/dL), CREA (0,4-0,6 mg/dL).

1.2 Toxicidade Reprodutiva

Na vida, a reproducédo das espécies é uma das funcbes mais importante e
corresponde a um processo natural que mais freqientemente ndo precede sem
problemas com destaque o uso de substancias quimicas que podem exercer efeitos
toxicos durante a gravidez, e em alguns casos a exposicdo materna pode levar a
significante exposicdo fetal resultante da circulagdo através da placenta
(MILLER et al., 2004).

A toxicidade reprodutiva refere-se entdo a interferéncia toxica ao sistema
reprodutor a qualquer espécie de capacidade reprodutiva tanto de machos, quanto
de fémea, incluindo o desenvolvimento pré-natal (SANTOS, 2009; BARROS, 2011).

Os testes de avaliacdo de toxicidade reprodutiva e teratogenicidade
geralmente compreendem a exposi¢cao de animais sexualmente maduros antes da
concepcdo, durante o desenvolvimento pré-natal, apés o0 nhascimento e
continuadamente até sua maturacéo sexual (MULLER, 2011).

De forma que os estudos mais utilizados para estas avaliagbes séo
divididos em trés segmentos que sdo adaptados de normas de Environmental
Protection Agency (EPA) recomendadas pela Food and Drugs Administration (FDA)
e Organization for Economic Cooperation and Development (OECD), séo eles:

a) Segmento | - toxicidade cronica, avalia os efeitos sobre a fertilidade de machos
tratados antes e apo0s o acasalamento, assim como de fémeas durante a prenhez e
lactacéo;

b) Segmento Il - toxicidade pré-natal, avalia as possiveis alteragcbes no
desenvolvimento da progénie expostas durante a fase de organogénese,;

c) Segmento Il - toxicidade peri e pos-natal de progénies expostas durante as fases
de desenvolvimento fetal e lactagcdo (HOLLENBACH, 2008).

A utilizacdo de modelos animais para avaliacdo de possiveis efeitos da
exposicdo a determinados agentes quimicos sobre a funcdo reprodutiva €

imprescindivel, pois diversos fatores como tempo, espaco, custo e principalmente
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fatores éticos limitam estudos toxicologicos sobre a reprodugdo humana e animal
(SANTOS, 2009).

Entre os animais ratos, camundongos e coelhos reunem diversas
caracteristicas que o0s tornam animais de escolha para sustentar os testes
laboratoriais, como: periodo curto de gestagdo; prole numerosa; Utero com dois
cornos, nos quais os sitios de implantacao tem distribuicdo regular e placenta tipo
hemocorial, como no ser humano (MELLO; LANGELOH, 2006).

Quanto aos ratos, convencionalmente utiliza-se a espécie Rattus
novergicus e frequentemente a linhagem Wistar. Nas fémeas a maturidade sexual &
atingida entre 60 e 75 dias de vida, fertilidade maxima entre 90 e 120 dias e a
senescéncia reprodutiva se da aos 360 dias de idade. O ciclo estral € regular, de
natureza poliéstrica anual, com ciclos de 4 a 5 dias. O estro dura de 10 a 20 horas,
com ovulagcdo espontédnea. O periodo de gestacdo dura de 20 a 22 dias, e 0
tamanho da prole varia entre 5 e 15 filhotes (HOLLENBACH, 2008).

O ciclo estral em fémeas envolve muitas mudancas histoldgicas,
fisiol6gicas, morfoldgicas e bioquimicas no ovario. Durante o ciclo estral a maturacéo
e ovulacdo do foliculo pré-ovulatério ocorre sob influéncias de hormonios ovarianos
e extraovarianos. Alguma alteracdo nestes hormoénios leva a irregularidade na
funcdo do ovario e mudangas na duracdo das fases do ciclo estral
(SHIVALINGAPPA et al., 2002).

As mudancas ciclicas que ocorrem no trato reprodutivo feminino sao
iniciadas e reguladas pelo eixo hipéfise-hipotalamo-gbnadas (WEINBAUER et al.,
2008) como demonstra 0o ESQUEMA 1.



ESQUEMA 1 - Mecanismo de regulacdo hormonal do eixo hipéfise-hipotdlamo-génadas

Fase pré -ovulatéria + +
> Hipotalamo <
GnRH
+
—» [ Hipofise anterior «—
Fase luteal - / \ -
FSH LH
Ovarios
Estrégenos l Progesterona
Utero

Fase luteal e f olicular

Fonte: (WEINBAUER et al., 2008, p.2). (+) - feedback positivo, (-) - feedback
negativo, GnRH (hormdnio liberador dos hormonios gonadotropicos),

(horménio luteinizante), FSH (hormonio foliculo estimulante).

LH
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As alteragdes hormonais durante as fases do ciclo estral foram relatadas

por Shivalingappa et al., (2002) e estédo dispostas no QUADRO 1.

QUADRO 1 - Altera¢des hormonais durante as fases do ciclo estral
Fase do ciclo Hormoénios
estral Estrégeno FSH LH Progesterona
Estro | ! ! |
Diestro 1 L ! 1
Proestro " " 1 "

Fonte: (SHIVALINGAPPA et al., 2002, p.14). (|) - baixo, (}|) - mais baixo, (1) - elevado,
(11) - mais elevado, FSH (hormdnio foliculo estimulante), LH (hormdnio luteinizante).

Na avaliagdo da toxicidade reprodutiva o ciclo estral de ratas, em razao
de sua curta duracdo, 4 a 5 dias, constitui um bom modelo para o estudo das
alteracdes que ocorrem durante o ciclo reprodutivo, que € caracterizado por 4 fases
determinadas pelos tipos celulares observados no lavado vaginal, a saber (FIGURA
1): proestro (12h) — grande numero de células nucleadas, arredondadas com
aparéncia granular dispostas em grupos ou alinhadas como em fio; estro (14h) — as
células sdo anucleadas, queratinizadas semelhantes a agulhas podem aparecer
dobradas com borda irregular pontiaguda; metaestro (21h) — encontram-se células
pavimentadas dobradas, algumas com aparéncia de agulha, pouco numero de
leucécitos e diestro (57h) — inUmeros leucécitos, muco e poucas ceélulas epiteliais
dobradas (VANONI, 2006; GOLDMAN et al., 2007).

Alteracbes no ciclo causadas por tratamento com xenobidticos podem
induzir aciclicidade caracterizada por persistente estro, diestro ou padréao irregular
com ciclos de duragcdo prolongada. Uma abordagem utilizada para resumir
aciclicidade tem sido a percentagem de dias no estro e diestro dentro do grupo
tratamento em cima do periodo de tempo utilizado. Se o efeito da exposicdo da
substancia testada persistir dentro do grupo, entdo ela prever informacgfes Uteis
(GOLDMAN et al., 2007).
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FIGURA 1 - Fases do ciclo estral. 1A, 1B, 1C - proestro; 1D — estro; 1E - metaestro e
1F - diestro

Fonte: (GOLDMAN et al., 2007, p.86).

Segundo Miller et al., (2004), o periodo gestacional em ratos apresenta o
seguinte padrdo basico de desenvolvimento: fertilizacdo, clivagem e blastulacao
ocorrem no oviduto entre os dias 0 e 5 da gestacdo (GD 0-5), com implantacédo do
embrido no utero entre GD 4-5. Entre os dias GD 5-10, a ectoderme, mesoderma e
endoderma sdo formadas e tem inicio a organogénese. No GD 9, o corac¢ao inicia
sua formacédo, ocorre fechamento da neuroderma e continua organogénese entre
GD 10-14. Células germinativas primordiais alcancam o apice de desenvolvimento
no GD 11 e diferenciacdo sexual das gbnadas ocorrem entre GD 12-15. O estagio
tardio da gestacdo entre GD 14-19 é caracterizado por desenvolvimento e
crescimento fetal, e formacdo 6ssea. De modo que, a exposicao de substancias
guimicas antes de GD 12 pode provocar efeitos significantes na organogénese e
diferenciacdo sexual, enquanto exposicdo no estagio tardio de desenvolvimento,
apos GD 14, pode produzir efeitos no crescimento total como em sistemas organicos

(MILLER et al., 2004).
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O embrido comeca com a fertilizagdo do ovo, célula totipotente que passa
por mitose e origina o blastocisto. A implantagdo do blastocisto corresponde a um
processo complexo incluindo proliferacdo das células endometriais, decidualizacao,
aumento do fluxo sangliineo com enriquecimento de células imunes (MOUSA et al.,
2008).

Para sucesso da implantacdo a interacdo entre o embrido e endométrio
deve ser iniciada quando atingirem estagios precisos de desenvolvimento. O
embrido deve atingir o estagio de blastocisto e mudancas dependente de horménios,
estrdgenos e progesterona, e citocinas produzidos pelos trofoblastos devem ter
ocorrido para resultar no desenvolvimento de curta receptividade do endométrio
(KENNEDY, 1997; CARSON et al., 2000).

Desse modo, alteracées hormonais como as produzidas pelo blastocisto
apos ovulacdo - no pos parto - provoca falha na implantacdo devido o estimulo do
aspirar durante amamentacao induzir alta secrecdo de prolactina, que suprime a
secrecdo de gonadotropinas com consequente aumento de progesterona e baixa de
estrogeno pelos ovarios, isto desenvolve endométrio ndo receptivo, quando o
estimulo é menor o inverso ocorre (CARSON et al., 2000).

A placenta, como 6rgao temporario que realiza comunicacao entre méae e
feto, cresce rapidamente e exibe mudancas em suas estruturas morfolégicas de
acordo com o desenvolvimento fetal. As fun¢cdes das placentas mudam durante a
gestacao, entre elas, estdo: suporte para desenvolvimento fetal na parede uterina;
mediador da tolerancia imune materna; mudancas da relagdo O, / CO,. fornece
nutrientes; remocdo de residuos do desenvolvimento fetal, barreira contra
xenobidticos e liberacdo de hormdnios esterdides e citocinas. Drogas ou substancias
quimicas provocam injurias ou desregulacdo da placenta, dependente do tempo de
exposicdo e tipo de substancia tdéxica, que resultam em crescimento e
desenvolvimento fetal anormal, reabsorgao fetal ou teratogenicidade (FURUKAWA
et al., 2011).

O periodo gestacional inclue pré-implantagcéo, implantacéo, precoce poés-
implantagcédo, organogénese e periodo fetal. Em ratos o periodo pré-implantacéo e
implantacdo ocorrem entre dias 3 a 4, e 5 a 6 apos a fertilizacdo, respectivamente
(SALMAN et al., 2009).

Nos primeiros dias de desenvolvimento (2-5) o embrido permanece

isolado no oviduto por oclusédo das juncdes istmo-ampola e Utero-tuba. Nesta regido
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ha nutrientes e fatores especificos necessarios para a sobrevivéncia e
desenvolvimento da fase de blastocisto até abertura da juncdo Uutero-tuba e
passagem do blastocisto para dentro do corno uterino (MAGANHA et al., 2006).

As condicbes hormonais maternas sao necessarias para 0 bom
desenvolvimento embrionario, sendo amplamente conhecido que o0s niveis
sanguineos de progesterona inadequados interferem com a viabilidade do embriéo,
por ndo permitirem que o endométrio esteja adequadamente preparado para
sustentacdo da gestacdo. De maneira que 0s corpos luteos, principais responsaveis
pela secrecdo de progesterona, encontram-se aumentados de volume durante a
gestacdo (NEPOMUCENO et al., 2005).

Enquanto agentes citotdxicos interrompem a gestacdo possivelmente
interferindo com a divisdo mitotica dos fetos, substancias quimicas interferem antes
e apos do processo de implantacdo podendo resultar em perda embrionéaria pré e
pés-implantacdo (YAKUBU; BUKOYE, 2009).

Entre os mecanismos de faléncia na implantacdo embrionaria
relacionados com a exposicao maternal a agentes quimicos destacam-se: alteracbes
morfoldégicas no embrido que interferem com a implantagdo ou promovem
embrioletalidade; modificacdo nos niveis hormonais, assim interferindo com a
implantagdo embrionaria; alteracdo das condi¢cdes uterinas necessarias para a
nidacdo, ou distarbios no transporte tubario e consequente interferéncia com o
tempo correto de chegada do blastocisto no utero (CUMMINGS, 1990; CAMURCA-
VASCONCELOS et al., 2004).

Perda pré-implantacdo correlaciona propor¢do entre o nimero de corpos
liteos e o numero de implantes. A diferenca entre 0 nimero de corpos luteos e
namero de implantes representa o numero de perda pré-implantacdo. A implantacao
correlaciona a propor¢gdo entre o numero de sitio de implantacdo e o nimero de
corpos lateos. Como resultado da acéo do corpo lateo sobre o foliculo ovulatério que
provavelmente libera um odcito, o indice de implantacdo é um caminho indireto para
observar o numero de ovulacdo que resultam em ovacitos fertilizados e blastocistos
implantados. A partir da implantagdo, o embrido pode continuar seu
desenvolvimento normal, desenvolver-se anormalmente ou morrer. A morte do
embrido apos implantacdo é observada como reabsor¢céo, que é caracterizada como
lise “in situ” do embrido ou feto. As reabsorcdes correlacionam a proporcéo entre o

namero de reabsorcdo e o numero de implantes viaveis (os que contém um feto
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vivo) - quanto maior esta proporcdo maior € o numero de embrides mortos
(MAGANHA et al., 20086).

A ocorréncia de reabsorcao fetal sugere que a interrupcdo da gravidez
ocorre apds a implantacdo e € indicativo de falha do desenvolvimento do embrido
que pode ser devido a falha na funcdo do revestimento uterino ou toxicidade
materna que pode aumentar a reabsorcédo fetal e provocar morte fetal tardia. O
aumento da perda pés-implante sugere efeito anti-implantacdo e enfatiza
propriedades abortivas e de reabsorcéao fetal (YAKUBU; BUKOYE, 2009).

As caracteristicas do concepto e sua capacidade de desenvolvimento e
maturacdo sdo expressdes da capacidade de fertilizacdo de células germinativas,
concepcao bem sucedida e o subsequente desenvolvimento intra-uterino. O
desenvolvimento peri e pos-natal depende do potencial de desenvolvimento do
individuo e de sua habilidade de enfrentar variadas circunstancias ambientais
(MELLO; LANGELOH, 2006; HOLLENBACH, 2008).

Durante a gestacdo, o peso das ninhadas pode ser influenciado pela
capacidade uterina, pelo tamanho da ninhada e pela duracdo da gestacdo. Apds o
nascimento, além da habilidade da fémea, o efeito de substancias quimicas pode
comprometer o desenvolvimento (MELLO, 2001).

Os fetos sdo frequentemente suscetivel a exposicdo aos toxicantes
devido a fragilidade do estagio de desenvolvimento e a falta de mecanismos de
defesa (MILLER et al., 2004).

1.3 Toxicidade nas plantas medicinais

1.3.1 Familia Leguminoseae

A familia Leguminosae (Fabaceae s.l.) constitui uma das maiores familias
de angiospermas, juntamente com Orchidaceae e Asteraceae. Atualmente sdo
reconhecidos para esta familia 727 géneros e 19.325 espécies. Encontra-se dividida
em trés sub-familias: Caesalpinioideae que compreende cerca de 2.250 espécies, as
Mimosoideae com 3.270 espécies e Papilionoideae com 13.800 espécies (LEWIS et
al., 2005).

Segundo Lima (1994) as sub-familias Caesalpinioideae e Mimosoideae

predominam em regibes tropicais e sub-tropicais sendo preferencialmente
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megatérmicas enquanto Papilionoideae (Faboideae) ocorrem em regibes
temperadas e temperado-calidas sendo mega, meso e microtérmicas permitindo
caracterizar a familia Leguminosae por plasticidade ecolégica com centros de
biodiversidade em diferentes tipos de habitat com clima, solos e topografias
variados.

No Brasil, a familia Leguminoseae esta inclusa entre os componentes de
biodiversidade do Brasil com areas de dispersdo nas regides norte, centro-oeste e
nordeste principalmente nos estados do Maranh&o, Piaui e Ceara (BEZERRA,;
FERNANDES; CHAVES, 2011) com registro de aproximadamente 188 géneros e
2100 espécies (LIMA, 2000).

1.3.2 Geénero Parkia

O género Parkia, subfamilia Mimosoideae, € encontrado principalmente
em floresta tropical Umida, onde existem aproximadamente 17 espécies que ocorrem
em areas de floresta de terra firme, varzea sazonal e floresta secundaria (HOPKINS,
1986).

Andlises fitoquimicas em extratos obtidos de espécies pertencentes ao
género Parkia tem demonstrado a presenca de importante principios ativos descritos
no QUADRO 2. Enquanto os estudos farmacologicos tem demonstrado importantes
propriedades terapéuticas (QUADRO 3).



30

QUADRO 2 - Estudos fitoquimicos de extratos obtidos de espécies pertencentes ao
género Parkia
Espécie Extrato Principio ativo Referéncias
P. biglobosa e hexanico, glicosideos cardiacos, (AJAYEOBA,
P. bicolor acetato de etila, | esterdides, taninos e 2002)
etandlico e alcalbides
aquoso de
folhas
P. biglobosa acetato de etila | ésteres do acido ferdlico (acido | (TRINGALI,
e etandliico de trans-ferdlico e cis-ferulato), tri- | SPATAFORA;
cascas do terpernos (lupeol) e catequinas (4- | LONGO, 2000)
caule 0-metil-epi-galocatequina, epi-galo
catequina, epicatequina-3-0-
galato e epi-galocatequina-3-0-
galato
P. biglobosa Oleo de campesterol, estigmasterol (AKINTAYO,
sementes B-sitosterol 2004)
P.pendula etandlico de flavonadides, triterpenos (B-amirina | (FONSECA et
folhas e lupeol), derivados ArCy, | al.,2006)
derivados Cis carotenoides,
esteréides e monoacilglicerideo
P. speciosa sementes lectinas (DEL SOL et al.,
P. javanica 2005).
P, discolor

P.platycephala
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QUADRO 3 - Estudos farmacoldgicos de extratos obtidos de espécies pertencentes ao
género Parkia
Espécie Extrato Propriedade Referéncias
farmacologica
P. biglobosa aquoso e metandlico antidiabética
de sementes antihiperlipidémica | (ODETOLA et al.,
fermentadas 2006)
antiagregante
plaguetario (RENDU; SALEUN;
AUGER, 1993)
P. biglobosa fracao hexanica de analgésica
cascas antiinflamatéria (KOUADIO et al., 2000)
hidrometandlico de antiofidica (ASUZU, HARVEY,
cascas 2003)
hidrometandlico de imunomoduladora | (OSADEBE; OMEJE,
folhas 2009)
hidrometandlico de antidiarréica (AGUNU et al., 2005)
cascas
extrato bruto semi- moduladora de (KODJO et al., 2006)
etandlico corticéides
P. biglobosa hexanico tratamento do (HAGE, 2010)
diclorometano distarbio cognitivo
acetato de etila e
aquoso de cascas
P. biglobosa e acetato de etila, antibacteriana (AJAYEOBA, 2002)
P. bicolor etandlico e aquoso de
folhas
P. pendula NaCl 10% de sementes | anti-viral (FAVACHO et al.,
2007)
P.clappertoniana | sementes hepatoprotecao (IWUANYANWU et al.,

2010)
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1.3.3 Parkia platycephala BENTH

FIGURA 2 - Parkia platycephala BENTH (partes da planta): 2A - flores, 2B - planta
completa com destaque para folhas, 2C - frutos

A e,
VAR &L

Fonte: (AMORIM, 2010, p.35).

A Parkia platycephala BENTH é conhecida popularmente como faveira,
faveira-preta, visgueira e fava-de-bolota. E uma arvore de folhas bipinadas, foliolos
pequenos, vernucosos; flores vermelhas-escuras, dispostas em capitulos esféricos
de 4-5 cm com peduanculos filiformes de 30 cm; fruto em forma de vagem oblonga,
indeiscente, um pouco carnosa, contendo as sementes (CORREA, 1952), cujas
vagens sao muito utilizadas na suplementacdo alimentar para ruminantes,
especialmente caprinos e bovinos, nas areas de cerrado (CAVADA et al., 2006).

Lectinas encontradas nas sementes de Parkia platycephala Benth foram
capazes de estimular a liberagdo de histamina de mastécitos de ratos Wistar de
maneira dependente de concentracédo (LOPES et al., 2005).

Estudos fitoquimicos demonstraram fenadis totais, flavondides e terpenos
em extrato etandlico e fracdes das folhas de Parkia platycephala BENTH. Os altos
teores dos fendis totais em equivalente de acido galico por g de amostra (EAG)
observados no extrato etandlico (429, 89 + 16,00), fracbes aquosa (546,44 + 18,07)
e acetato de etila (402,22 + 12,39) justificam atividade antioxidante do EtOH-Pp
(BEZERRA, 2009; BEZERRA; CARVALHO; CHAVES, 2011).

Segundo Fernandes (2009) em estudo de toxicidade aguda o extrato
etandlico das folhas de Parkia platycephala Benth (EtOH-Pp) na dose 2g/kg via oral
nao demonstrou nenhum sinal de toxicidade evidente como alteracbes de

comportamento ou morte dos animais, no periodo de 72 horas.
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A partir de modelos de lesdes gastricas em camundongos e ratos
induzidas por etanol absoluto e etanol acidificado foi observada atividade
gastroprotetora do EtOH-Pp nas doses 125 e 250 mg/kg com participacdo da via
NO sintase e reducédo da acidez titulavel da secrecéo gastrica que indica atividade
antissecretéria no mecanismo de gastroprotecdo evidenciada. No modelo de
isquemia e reperfusdo (I/R) o EtOH-Pp demonstrou protecdo gastrica sugerindo
envolvimento de mecanismos antioxidantes, por aumento da catalase.
(FERNANDES, 2009).

O EtOH-Pp apresentou efeito antinociceptivo em ratos no modelo de
neuropatia diabética avaliada por estimulo mecéanico durante tratamento crénico com
extrato etandlico, com maior limiar da dor na dose 300mg/kg, e por estimulo
mecanico e quimico apoés tratamento agudo com a fracdo acetato de etila, na dose
50 mg/kg (AMORIM, 2010).

1.4 Escolha de doses em toxicidade sistémica e reprodutiva

Devido a possibilidade de diferencas nas sensibilidades as substancias
quimicas entre fémeas ndo prenhas, prenhas e em lactacdo, as doses para obter
toxicidade sistémica devem diferir. Este problema pode ser resolvido parcialmente
com uso de mais que trés niveis de doses (REUTER et al., 2003).

As sequéncias decrescentes dos niveis de doses devem ser
determinadas com critério para demonstrar alguma relagcdo dose-resposta e nao
apresentar efeitos adversos na maior dose (NOAEL dose “no observed adverse
effect level”). No entanto, a menor dose deve demonstrar efeitos toxicos e nao levar
a morte ou danos severos (LOAEL dose “lowest observed adverse effect level”).
Teste com dose limite minima de 1000mg/kg com intervalos de dois ou quatro entre
os niveis de doses deve ser realizado, porém se efeitos toxicos ndo forem
observados, ndo ha necessidade de se estabelecer niveis decrescentes de doses
(OECD,1995).

Diante do exposto e da necessidade de pesquisas cientificas para validar
0 uso da espécie Parkia platycephala Benth com eficacia e seguranca, possibilitando
que venha tornar-se um medicamento fitoterapico, o extrato de Parkia platycephala
Benth foi submetido a estudos de toxicidade para atender as exigéncias da Agéncia

Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA, RDC n°4 8 que dispde sobre o registro de
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medicamentos fitoterapicos e RE n°90 que traz o gu ia para realizagcéo de estudos
de toxicidade pré-clinica de fitoterapicos, ambas de 16 de mar¢o de 2004.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral:

Avaliar a toxicidade do extrato etandlico das folhas de Parkia platycephala

Benth sobre parametros sistémicos e reprodutivos, em ratas Wistar.

2.2 Objetivos especificos:

1 Demonstrar a toxicidade do extrato etanodlico das folhas de Parkia platycephala

Benth, nas diferentes doses, sobre o ciclo estral em ratas Wistar.

2 Verificar a toxicidade sistémica do extrato etandlico das folhas de Parkia
platycephala Benth, nas diferentes doses, em ratas Wistar ndo prenhas,
analisando os seguintes parametros séricos: AST, ALT, ALP, UREA, CREA e BIL
D, BILIND e BIL T.

3 Averiguar a toxicidade sistémica do extrato etandlico das folhas de Parkia
platycephala Benth, nas diferentes doses, em ratas Wistar néo prenhas, por meio
de massa corporal, consumo de agua, racdo, massas absolutas e relativas dos
orgdos como a hipofise, adrenais, coragdo, figado, rins, baco, ovarios, Utero em
relacdo ao cérebro.

4 Observar a toxicidade sistémica do extrato etanolico das folhas de Parkia
platycephala Benth, nas diferentes doses, em ratas Wistar néo prenhas, por meio

da andlise histopatolégica do coracéo, figado, rins, ovarios, Utero e cérebro.

5 Demonstrar a toxicidade reprodutiva do extrato etanolico das folhas de Parkia
platycephala Benth, nas diferentes doses, em ratas Wistar prenhas, durante

estagios de implantacéo e organogénese.
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3 METODOLOGIA

3.1 Coleta e identificacdo do material vegetal

A coleta foi realizada na cidade de Caxias — MA, no més de Outubro de
2010. O material representativo da planta foi encaminhado ao Herbéario Graziela
Barroso da Universidade Federal do Piaui, onde apds sua identificacdo, a exsicata

foi depositada sob o nimero 27.869.

3.2 Preparo do extrato

O extrato etandlico das folhas de Parkia platycephala Benth (EtOH-Pp) foi
preparado a partir de folhas secas, em estufa a 452C, submetidas a pulverizacdo em
moinho elétrico totalizando 2.400g de p6. Esse material em seguida passou por
processo de maceracdo em etanol P.A, durante 72 horas a temperatura ambiente e
ao abrigo da luz, procedimento repetido com troca do solvente por sete vezes.
Posteriormente o extrato foi concentrado em rotavapor a 50° C e liofilizado, sendo

entdo acondicionado em frasco de vidro ambar e conservado na geladeira.

3.3 Animais

Utilizou-se 64 ratas Wistar adultas pesando entre 180 — 220 g, criadas e
mantidas no Biotério de Experimentacdo do Departamento de Morfofisiologia
Veterinaria (Biotex) do Centro de Ciéncias Agrarias (CCA). Os animais foram
mantidos em regime de 12 horas de luz e 12 horas de escuriddo, em gaiolas
individuais, em sala com ar condicionado e livre acesso a agua e racao (FRI-LAB
Ratos — Fri-Ribe).

Os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal da Universidade Federal do Piaui (UFPI), protocolo
namero 33/2009.

Todos os protocolos experimentais foram elaborados e desenvolvidos com
base nos principios dos trés “R”s (Reduction, Replacement e Refinement ) e ndo se
sobrepuseram em relacdo aos objetivos do estudo. Além disso, os animais foram

manipulados somente quando necessario e por pesquisadores treinados de maneira
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que ndo foi permitido exposicdo a dor ou estresse causado por ruido, falta de

alimento, agua ou variacdo de temperatura.

3.4 Protocolo experimental

3.4.1 Desenho experimental farmacologico

O desenho experimental farmacolégico constou de quatro grupos com
oito animais (n=8), sendo eles: grupo veiculo ao qual foi administrado agua destilada
e trés grupos que receberam extrato etandlico das folhas de Parkia platycephala
Benth (EtOH-Pp), por via gastrica, volume de 10mL/kg de peso corporal, perfazendo
doses de 250, 500 e 1000 mg/kg de peso corporal, preparados e administrados
diariamente durante trinta dias nos protocolos de toxicidade do ciclo estral e
sistémica e dezenove dias no protocolo de toxicidade reprodutiva.

3.4.2 Toxicidade no ciclo estral

O protocolo utilizado para avaliagdo da toxicidade no ciclo estral foi
adaptado da metodologia desenvolvida por Vanoni et al., (2006) e Goldman et al.,
(2007).

Na avaliagdo da toxicidade do extrato etandlico das folhas de Parkia
platycephala Benth (EtOH-Pp) durante o ciclo estral, foram utilizadas 32 ratas Wistar
nao prenhas, pesando entre 180-220g. Todas as ratas foram examinadas
diariamente, entre 8:00 e 9:00 horas, inicialmente por sete dias para verificar se
estavam ciclando normalmente e somente aqueles com ciclo regular foram incluidas
no experimento. Em seguida, as ratas foram divididas ao acaso em quatro grupos
experimentais de oito animais cada, e logo em seguida iniciou-se o periodo de
tratamento de acordo com o protocolo experimental farmacologico, durante 30 dias.

Para avaliacado do ciclo estral, a secrecdo vaginal foi coletada com uma
pipeta plastica contendo aproximadamente 10uL de salina (NaCl a 0,9 %) e
depositada sobre uma lamina de vidro para microscopia e analisada por meio de
microscopia de luz, nas objetivas de 10 e 40x.

Na determinacdo da frequéncia das fases do ciclo estral a soma dos

nameros de ocorréncias das fases registradas durante o periodo do tratamento foi
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utilizada como parametro para analise. O intervalo interestro foi calculado a partir da
soma dos numeros de dias entre os estros, dividido pelo total de dias do tratamento.
O indice de diestro foi calculado a partir da soma dos numeros de ocorréncia do

diestro dividido por todos os dias do tratamento, em percentagem.

3.4.3 Toxicidade sistémica

Concomitantemente com a avaliacdo do ciclo estral, 0s mesmos animais

foram avaliados utilizando o protocolo adaptado a metodologia desenvolvida por
Park et al., (2010), onde se seguiram 0s parametros:

3.4.3.1 Consumo de agua e racao

O consumo de &gua (mL) e racdo (g) dos animais tratados foi aferido em
gaiola individual nos dias 1, 4, 7, 10, 13, 16, 19, 22, 25, 28 ap06s o0 inicio do
tratamento. Nos dias anteriores as afericOes, foi oferecida a cada gaiola quantidade
de racao (50g) e agua (250mL). O consumo diario de cada animal foi registrado a
partir da diferenga entre a quantidade oferecida e o restante registrado.

3.4.3.2 Massa corporea

O parametro massa corpérea (g) dos animais tratados foi aferido nos dias
0,1,4,7,10, 13, 16, 19, 22, 25, 28 e 29 apbs o inicio do tratamento. O dia 0 significa
dia anterior ao primeiro tratamento. A massa corpérea dos animais no dia posterior

ao término do tratamento (Dia 31) foi registrada.

3.4.3.3 Parametros bioquimicos

Ao final do tratamento com o EtOH-Pp, as ratas foram anestesiadas com
uma associacdo de cetamina (50 mg/kg) e xilazina (11,5 mg/kg), procedida a coleta
de sangue por meio de puncdo cardiaca, em frascos sem anticoagulante,
adicionados de ativador de coagulo (BD- Vacuette Z serum clot activator), para

avaliacdo dos parametros bioquimicos.
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As amostras de sangue coletadas foram centrifugados a 3500 rpm por
cinco minutos e o soro separado. As determinacdes bioquimicas (AST, ALT, UREA)
foram realizadas por quimica seca (Reflotron, Roche Diagnostics Brasil) e ALP,
CREA e BIL D, BIL IND e BIL T em Analisador Bioquimico Semi-automatizado, RA-
50 (Bayer), utilizando kits Labtest (Labtest Diagnéstica, Lagoa Santa, MG, Brasil).

3.4.3.4 Aspectos macroscopicos e massas dos 0rgaos

Apds a coleta de sangue, as ratas foram eutanaziadas, por excesso dos
mesmos anestésicos, e necropsiadas. A hipdfise, adrenais, coragdo, figado, rins,
baco, ovarios e Uutero dos animais tratados foram removidos, avaliados
macroscopicamente quanto a cor, morfologia; suas massas absolutas foram aferidas
e calculadas as respectivas massas relativas em relagdo ao cérebro. O material foi
entdo fixado em solucdo tamponada neutra de formol a 10% até o processamento

para avaliacdo histoldgica.

3.4.3.5 Analise histopatolégica

Apébs 24 horas de fixagdo em formalina tamponada a 10%, os 6rgaos
foram recortados desidratados em séries crescentes de alcool (70 a 100%);
diafanizacdo em xilol; impregnacao e inclusdo em parafina. Os fragmentos tissulares
foram seccionados em espessura de 5,0 uM e subseqiientemente submetidos a

coloragdo hematoxilina-eosina e examinados ao microscopio de luz.

3.4.3.6 Toxicidade reprodutiva nos estagios de implantacédo e organogénese

O protocolo utilizado para avaliacdo da toxicidade reprodutiva nos
estagios de implantacdo, organogénese foi adaptado das metodologias
desenvolvidas por Maganha et al., (2006) e Yakubu; Buboye, (2009).

Para avaliar a toxicidade gestacional do EtOH-Pp, as ratas foram
examinadas diariamente quanto a fase do ciclo estral, através de esfregaco vaginal
a fresco e aquelas detectadas em proestro foram acasaladas com um macho fértil
na proporcao 2:1 e a presenca de espermatozoéides no esfregaco da manha seguinte

ao acasalamento foi tomada como indicativo de prenhez (1° dia). Uma vez prenhes,
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as ratas foram divididas ao acaso, e tratadas conforme grupos determinados pelo
desenho experimental farmacolégico do 1° ao 19° dia de gestagdo, em gaiolas
individuais.

Apoés o periodo de tratamento, no 20° dia de gestacdo, as ratas foram
anestesiadas com uma associacdo de cetamina e xilazina, na dose 50 mg de
cetamina + 11,5mg de xilazina por kg de peso corporal. O uUtero gravidico foi
removido com seus conteudos e realizou-se a contagem do numero de fetos vivos e
mortos. Os animais foram eutanaziados por sobredose dos mesmos anestésicos e,
em seguida, foi avaliada a massa fetal individual e da ninhada.

Realizou-se a pesagem das placentas de todos os fetos, e em seguida o0s
fetos foram examinados macroscopicamente e com auxilio de uma lupa, quanto a
presenca de anomalias e/ou malformacBes congénitas. Nos uteros foi feita a
contagem dos sitios de implantacdo embrionéria, nos dois cornos, ap0s a remocao
dos fetos. Os ovarios foram removidos e procedida a contagem de corpos lateos,
com auxilio de uma lupa.

As perdas pré-implante e pos-implante e os indices de implantacéo e

reabsorgdo foram calculados por meio das formulas:

« INDICE DE IMPLANTACAO = (n° implantacdes/n® corpos lGteos) x
100;

« INDICE DE REABSORCOES = (n° reabsorcdes / n° implantes) x 100;
sendo o n° de reabsor¢cbes = (n° implantes) — (n° filhotes nascidos).

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

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

3.5 Andlise estatistica

Os dados foram avaliados por analise de variancia (ANOVA one-way),
seguida por teste de Tukey, para comparacao de médias, adotando-se um nivel de
significancia de 5%. Os dados foram apresentados como média + erro padrdo da

média (e.p.m).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na literatura ndo foram encontrados registros de estudos sobre toxicidade
sistémica e reprodutiva de Parkia platycephala Benth, assim este estudo com o
EtOH-Pp buscou estabelecer doses para observar possiveis efeitos téxicos sobre
parametros sistémicos e reprodutivos em ratas ndo prenhas e nos parametros
reprodutivos em ratas prenhas.

As doses utilizadas 250, 500 e 1000mg/kg cresceram em progressao
aritmética de razéo dois, na tentativa de estabelecer a maior dose que nao manifesta
efeito téxico (NOAEL) e menor dose que apresenta efeito toxico sem levar & morte
(LOAEL), e obedecendo ao limite 1000mg/kg, para testes toxicolégicos, em
conformidade com a OECD 407 (OECD, 1995). Além do mais, a escolha da maior
dose teve como base o fato de estar abaixo da DL50, que segundo a toxicidade
aguda do EtOH-Pp realizada por Fernandes, (2009) deve ser superior a dose de
2000mg/kg, visto que nesta nao foi detectado morbidade nem mortalidade.

Compostos fendlicos como flavonodides, substancias potencialmente
ativas, foram descritos no EtOH-Pp (BEZERRA, 2009). Além dessas, outras
substancias como esterbides, taninos, saponinas, glicosideos cardiacos ja que
foram encontradas no género Parkia segundo Ajaiyeoba, (2002) e podem ser
responsaveis por atividades terapéuticas ou toxicas sobre parametros sistémicos e
reprodutivos (PANDEY et al., 2011).

4.1 Toxicidade no ciclo estral

A avaliacdo do ciclo estral constitui-se em importante ferramenta de
avaliacdo da integridade do eixo hipotalamo-hipéfise-gonadal e consequentemente
para o estudo da toxicologia reprodutiva, pela facilidade e fidelidade da avaliagao
(GOLDMAN et al.,, 2007). Neste experimento (TABELA 2), observou-se que a
frequéncia da fase de proestro foi significantemente reduzida entre as doses de 500
e 1000mg/kg em relagcdo ao veiculo. Por outro lado, o diestro apresentou aumento
significativo em sua frequéncia nas doses 500 e 1000mg/kg, em relacdo ao veiculo,
além disso, o indice de diestro demonstrou aumento significativo na dose de
1000mg/kg em relacéo ao veiculo. A frequéncia das fases de estro e metaestro bem

como o intervalo interestro ndo sofreram alteragdes significativas.
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TABELA 2 - Toxicidade no ciclo estral quanto a frequéncia de suas fases e intervalo
interestro ap6s 30 dias de administracdes do extrato etandlico das folhas
de Parkia platycephala Benth (EtOH-Pp) nas diferentes doses

Frequéncia das fases do ciclo estral

Tratamento
Fase Veiculo EtOH-Pp EtOH-Pp EtOH-Pp
(H20d) 250mg/kg 500mg/kg 1000mg/kg

Proestro 7,375 + 0,263 6,750+ 0,250 5,500 + 0,423 5,750 +0,313?

Estro 7,375+0,324  7,125+0,350 6,750 + 0,453 6,500 + 0,500
I';‘:ggi‘l?o 4,093+0,194  4,423+0,316  4,775+0,293 5,068 + 0,525
Metaestro  8,125+0,549  8,000%0,423 7,750 % 0,366 7,375+0,375
Diestro 8,125+0,295  9,125+0,895 11,000 +0,707% 11,375 + 0,905
Indice de 26,200 20,438 30,587 38,338°

diestro (%)
Os dados representam a média + erro padrdo da média dos animais, n = 8. Proestro, diestro
e indice de diestro (* p < 0,05 vs. veiculo).

Os resultados demonstram uma provavel toxicidade reprodutiva do EtOH-
Pp nas doses utilizadas, ao alterar a frequéncia das fases do ciclo estral. Essas
alteracdes podem ser explicadas possivelmente a partir da presenca de substancias
ativas no EtOH-Pp que podem apresentar acao inibitoria sobre o eixo hipotalamo-
hipofise, produzindo irregularidades na duracdo das fases do ciclo estral,
semelhante ao observado em tratamento de camundongas com progestageno onde
foram observados aumento de diestro e reducéo de proestro (BAKRY et al., 2010).

Tais substancias podem ser compostos esteroides possivelmente
presentes no extrato em estudo (EtOH-Pp), semelhantes aos previamente descritos
no género Parkia (AJAIYEOBA, 2002), que podem se ligar a receptores de
esteroides sexuais e produzir efeito semelhante ao dos progestagenos e estrégenos,
inibindo o eixo hipotalamo-hipoéfise, com consequente reducdo do crescimento
folicular e da frequéncia de proestros.

Essas caracteristicas devem ser investigadas quanto a possibilidade do
EtOH-Pp apresentar efeitos contraceptivos conforme sugerem Lortlar et al., (2010) e
na pesquisa sobre efeitos contraceptivos de progesterona no endométrio e ovarios

Bakry et al., (2010) em estudo dos efeitos da depo-provera no ciclo estral de rata.
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4.2 Toxicidade sistémica

4.2.1 Afericao do consumo de agua, racdo e massa corporea

Os resultados do efeito do EtOH-Pp sobre consumo diério de agua (mL),
racdo (g) e massa corpérea (g) durante o periodo de avaliacdo do ciclo estral, estdo
dispostos na TABELA 3. Pode-se notar reduc¢des significativas no consumo de agua
e racao nas doses 500 e 1000mg/kg em relagcéo ao veiculo, e na dose de 250mg/kg
no consumo de agua. Quanto a massa corpérea os efeitos do EtOH-Pp mostram
diminuicdo significante nas doses 500 e 1000mg/kg, em relacdo ao veiculo.

TABELA 3 - Afericdo do consumo de 4gua, racdo e massa corporea das ratas apos 30
dias de administracbes do extrato etandlico das folhas de Parkia
platycephala Benth (EtOH-Pp) nas diferentes doses

Afericao
Tratamento
Parametro Veiculo EtOH-Pp EtOH-Pp EtOH-Pp
(H.Od) 250mg/kg 500mg/kg 1000mg/kg
Agua 24,930+1,215 22,130+0,886% 20,830 + 0,493 23,800 +1,201°
Racédo 14,750 £ 0,307 13,200+ 0,401 11,920 + 0,545% 12,310 + 0,438°%
Massa 208,200 + 1,578 204,000 +£0,709 194,700 +1,714% 202,500 + 0,575%

corpérea
Os dados representam a média + erro padrdo da média dos animais, n=8. (* p < 0,05 vs.
veiculo).

O efeito do EtOH-Pp na diminuicdo no consumo de agua pode ser
explicado pela possivel presenca de compostos fendlicos, descritos por Bezerra,
(2009), que diminuem a ingestao de agua por alterar palatabilidade e nao por efeitos
toxicos diretos dessas substancias (CAMPBELL et al., 2009).

Além disso, a diminuicdo no consumo de agua induzida pelo EtOH-Pp
pode ter provocado desidratacdo e hiperosmolemia. Essa hiperosmolemia pode ter
provocado aumento de saciedade e a interrupcdo brusca da alimentacdo, atuando
em regides de controle hipotalamico da ingestdo, segundo Watts; Boyle (2010).
Desse modo, a desidratacdo provocada por diminui¢cdo da ingestdo de agua pode ter

provocado reducdo da massa corpérea, seja pela desidratacdo em si, pela
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diminuicdo da ingestdo de racdo ou ainda por uma provavel decomposicdo dos
tecidos em mecanismo fisiolégico para geracdo de agua metabdlica (CAMPBELL et
al., 2009).

O extrato EtOH-Pp pode ter provocado reducdo da ingestdo de racéo por
meio de alteracdbes dos hormoénios gastrintestinais, que atuam como
neurotransmissores dentro do sistema nervoso central no controle da ingestdo de
alimentos, por acdo periférica em receptores especificos (QUADRO 4) como relata
Suzuki et al., (2010) no estudo sobre o papel dos horménios e hipotalamo na

regulacdo do hipotalamo.

QUADRO 4 - Efeitos dos horménios gastrintestinais na ingestdo de alimentos:
receptores e sitios de maior secregédo

Hormonios Efeito na ingestdo | Receptor Sitios de maior secrecao
gastrintestinais

PYY ! Y2 Células L no intestino

PP ! Y4, Y5 Células PP no pancreas
GLP-1 ! GLP-1 Células L no intestino

OXM ! GLP-1 Células L no intestino
Glucagon ! GCGR Células a pancreatica

CCK ! CCK1,2 Células | do pequeno intestino
Amilina ! AMY 1-3 Células 3 pancreatica

Fonte: (SUZUKI et al., 2010, p. 362). (|) - reducédo; PYY — peptideo YY; PP — polipeptideo
pancreatico; GLP — 1 — peptideo 1 ligante de glucagon; OXM — oxintomodulina; CCK —
colecistocinina; GCGR — receptor de glucagon.

O extrato em estudo pode ainda ter influenciado diretamente o sistema
nervoso central na reducdo do apetite atuando em receptores MC - 3/4
(melanocortina 3/4) da populagéo de neurbnios a- MSH (horménio estimulante de a-
melandcitos), e CART (transcritos relacionados a cocaina e anfetamina) do nucleo
arqueado, que por situar-se em regido da eminéncia mediana, area de barreira
hematoencefalica incompleta pode sofrer influéncias de fatores circulantes via
corrente sanguinea como relata Chaudhri et al., (2006) em estudo sobre horménios

gastrintestinais na regulagcéao do apetite.
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4.2.2 Parametros bioquimicos

Os resultados do efeito do EtOH-Pp quanto as analises de parametros
bioquimicos estao dispostos na TABELA 4. Observa-se que as dosagens séricas de
AST e ALT ndo demonstraram alteracdes significativas entre os grupos tratados com
extrato e o veiculo. Observou-se inclusive que seus valores no soro foram inferiores
aos valores de referéncia, o que demonstra ndo toxicidade hepatica do extrato
conforme sugerem Mukinda et al., (2007) em estudo de toxicidade aguda e crbnica
de Artemisia afra em ratos e Oluduro; Aderiye, (2009) ao avaliarem os efeitos do
extrato Moringa oleifera nas atividades de enzimas em ratos albinos. Fato
corroborado com as dosagens das bilirrubinas total, direta e indireta que também

nao demonstraram diferencas significativas entre os grupos.

TABELA4 - Analises bioquimicas de AST, ALT, ALP, BIL T, BIL D, BIL IND, UREA,
CREA em soro de ratas apés 30 dias de administracdes do extrato
etandlico das folhas de Parkia platycephala Benth (EtOH-Pp) nas
diferentes doses

Andlises Bioguimicas
Tratamento
PR VRef Veiculo EtOH-Pp EtOH-Pp EtOH-Pp
(H20d) 250mg/kg 500mg/kg 1000mg/kg
AST 76-100 60,633 £ 2,082 74,417 £5,901 65,167 £ 3,832 69,400 £ 2,440
ALT 45-61 34,967 + 1,684 37,883 + 3,694 34,850 + 3,296 28,933 £ 3,017
ALP 57-61 39,250 £ 5,799 68,375 + 10,765 90,500 + 13,639% 89,500 + 4,668
BIL D - 0,225 + 0,056 0,163 + 0,026 0,188 £ 0,040 0,200 £ 0,038
BILIND - 0,575 +0,121 0,638 + 0,096 0,712 £0,074 0,675 £ 0,080
BILT - 0,800 + 0,093 0,925 + 0,136 1,000 £0,127 0,875+ 0,077
UREIA 52-62 47,750 + 1,968 48,225 + 1,009 44,187 £ 2,137 43,513 + 1,160
CREA 0,4-0,6 0,375 £ 0,065 0,325 £ 0,031 0,400 £ 0,033 0,388 £ 0,030

Os dados representam a média + erro padrdo da média, n = 8. ALP: (* p < 0,05 vs. veiculo).
AST (aspartato aminotransferase), ALT (alanina aminotransferase) e ALP (fosfatase
alcalina) em U/L, BIL D (bilirrubina direta), BIL IND (bilirrubina indireta), BIL T (bilirrubina
total), UREA, CREA (creatinina) em mg/dL, PR (parametro), VRef (valores de referéncia).
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Um significante aumento nos niveis da fosfatase alcalina (ALP) ap0s
exposicao ao EtOH-Pp foi observado nas doses 500 e 1000mg/kg comparadas ao
veiculo. Essa elevacdo ndo parece ser devido a toxicidade do EtOH-Pp com
comprometimento hepatico, pois as enzimas AST e ALT nao sofreram alteracoes
significativas, mas pode estar relacionada a distarbios no metabolismo do musculo
esquelético segundo Amida et al., (2007) ou alteracédo 6ssea (OLUDURO; ADERIYE,
2009).

Nas concentracdes seéricas de uréia e creatinina ndo foram observadas
diferencas significativas entre os grupos, porém seus valores foram menores que 0s

de referéncia, fato que confirma a n&o toxicidade do EtOH-Pp aos rins.

4.2.3 Aspectos macroscopicos dos 6rgaos

A anélise macroscopica do coracao, cérebro, hipdfise, adrenais, figado,
rins, baco, ovarios e utero ndo demonstrou alteracdo em sua cor e morfologia, fato
que evidencia a incapacidade do extrato de produzir alteragbes estruturais,

perceptiveis visualmente, nesses 6rgaos.

4.2.4 Massa absoluta e relativa dos 6rgéos

Foram analisadas as massas absolutas e relativas dos 6rgaos internos e,
dada a uniformidade da massa corporal dos animais, foram observadas as mesmas
significancias estatisticas tanto para as massas absolutas quanto para as relativas,
por iSsO apresentamos apenas a massa relativa a massa cerebral (TABELA 5). A
hipofise, adrenais, figado, rins, baco, coracdo, ovarios e cérebro ndo demonstraram
diferengas significativas nas médias de suas massas relativas ao cérebro, entre o0s
grupos tratados com o EtOH-Pp e veiculo.

Com relacéo ao atero, houve reducéo significativa da sua massa relativa
nas doses 250, 500 e 1000mg/kg e o veiculo, enquanto entre as doses nao foram
observadas diferencas significativas. Segundo Wolfsegger et al., (2009) a alteracéo
de peso pode indicar efeito toxico direto de um extrato sobre um érgdo até mesmo
na auséncia de mudancas morfolégicas no o6rgdo. Dessa forma o EtOH-Pp

apresenta indicios de toxicidade direta sobre o Utero.
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TABELAS5 - Massa dos orgaos das ratas em relacdo ao cérebro (g) apos 30 dias de
administracbes do extrato etandlico das folhas de Parkia platycephala
Benth (EtOH-Pp) nas diferentes doses

Massas dos 6rgdos em relacdo ao cérebro (g)

Tratamento
Orgéo Veiculo EtOH-Pp EtOH-Pp EtOH-Pp
(H»0d) 250mg/kg 500mg/kg 1000mg/kg
Hipofise 0,006 + 0,0007 0,006 + 0,001 0,013 + 0,008 0,006 + 0,0006
Adrenais 0,019 £ 0,002 0,016 + 0,002 0,016 + 0,002 0,018 + 0,0009
Figado 2,846 + 0,107 2,698 + 0,011 2,741 + 0,096 2,750 + 0,076
Rins 0,346 + 0,008 0,353 + 0,007 0,347 £ 0,010 0,336 + 0,009
Baco 0,325 £ 0,021 0,332 + 0,016 0,331 £ 0,010 0,323 + 0,015
Coragéo 0,380 + 0,008 0,403 + 0,021 0,365 + 0,007 0,357 +0,011
Utero 0,492 + 0,057 0,229 +0,009* 0,253 +0,024* 0,287 +0,025°
Ovérios 0,028 + 0,020 0,026 + 0,002 0,055 + 0,029 0,034 + 0,003
Os dados representam a média = erro padrdo da média dos animais, n = 8.

Utero: (* p < 0,05 vs. veiculo).

O fato da reducdo de massa uterina se repetir tanto nas medidas
absolutas quanto relativas ao cérebro corrobora também a possibilidade de efeito
téxico do EtOH-Pp, especialmente porque conforme relata Bailey et al., (2004) a
massa do cérebro usualmente nao sofre influéncia de substancias quimicas

Outro mecanismo possivel que explicaria a diminuicdo da massa uterina
seria a presenca de substancias com atividade antiestrogénica no EtOH-Pp, que
reduziria o efeito dos estrégenos enddgenos, conforme estudo sobre os efeitos da
espécie Nelumbo nucifera em 6rgaos reprodutivos desenvolvido por Mutreja et al.,
(2008), neutralizando seus efeitos proliferativos sobre o Utero. Essas substancias
podem ser flavondides, compostos possivelmente presentes no EtOH-Pp em estudo
prévio (Bezerra, 2009), que podem apresentar acao anti-estrogénica por mecanismo
independente e dependente de receptor de estrégeno (COLLINS-BUROW et al.,
2000).
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4.2.5 Andlise histopatologica

Quanto & analise histopatolégica, coracéo, cérebro, figado, rins e ovarios
nao demonstraram alteracdes significativas nos grupos tratados com extrato em
relacdo ao veiculo. No utero, verificou-se presenca de infiltrado polimorfonuclear
com predominio de eosindfilos tanto nos grupos tratados com extrato como no
veiculo (FIGURA 3), achado normal, interpretado erroneamente por muitos autores

como anormal segundo Percy; Barthold, (2001).

FIGURA 3 - Fotomicrografia do utero apds 30 dias de administrac6es do extrato etandlico
das folhas de Parkia platycephala Benth (EtOH-Pp) - 3A e 3B - infiltrado
polimorfonuclear de eosinéfilos no grupo veiculo e dose 500mg/kg (—),
HE 20X

4.3 Toxicidade reprodutiva no estagio de implantacdo embrionaria

Os resultados do efeito do EtOH-Pp (TABELA 6) mostram aumento do
namero de corpos luteos na dose 250mg/kg, em relacdo ao veiculo indicando
aumento da taxa de ovulacdo nesse grupo, efeito esse que ndo é dependente da
dose, pois torna-se insignificante nas doses maiores. Adicionalmente, na maior dose
(1000mg/kg), foi também observado aumento significativo do numero de
implantacdes, o0 que configura um efeito favoravel a fertilidade das fémeas. Por outro
lado, o numero de reabsorcbes e do indice de perdas pos-implante também
aumentaram na maior dose, representando indicio de efeito antifertilidade.

Os aumentos observados no numero de reabsorcdes, indice de
reabsorcdo e perda pos-implante na dose de 1000mg/kg em relacdo ao veiculo

constituem, portanto, evidéncias de que o extrato EtOH-Pp pode provocar efeito
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toxico para o desenvolvimento do embrido. Em pesquisa sobre o potencial abortivo
do extrato de folhas da espécie Bambusa vulgaris em coelhas Dutch prenhas
Yakubu; Buboye, (2009) observaram morte pés-implantacdo. Tal efeito pode ser
justificado por possivel presenca de flavonoides ja encontrados em extratos
etandlicos das folhas de Parkia platycephala Benth por Bezerra, (2009) como
também de esterdides demonstrados no género Parkia conforme relata Ajaiyeoba,
(2002), e que sao relatados como responsaveis por efeitos abortivos (YAKUBU et
al., 2010).

TABELA6 - Toxicidade reprodutiva no estagio de implantacdo quanto ao numero de
corpos luteos, implantacdes, reabsor¢des e indices de implantagdes,
reabsorcdes, perdas pré-implante e poés-implante apos 30 dias de
administracbes do extrato etandlico das folhas de Parkia platycephala
Benth (EtOH-Pp) nas diferentes doses

Toxicidade reprodutiva no estagio de implantacdo em brionaria

Tratamento

Parametro Veiculo EtOH-Pp EtOH-Pp EtOH-Pp

(H.0d) 250mg/kg 500mg/kg 1000mg/kg
(NUumero)
Corpo luteos 9,625 + 0,596 13,250 +1,221* 11,875+ 0,441 12,000 £ 0,732
Implantacdes 8,375+ 0,532 10,375+0,625 10,250+0,366 11,500 +0,886°
Reabsorgdes 0,250 + 0,164 0,750 +0,366  0,125+0,125 1,753 + 0,590°
(indice)
Implantag&o 85,769 + 6,654 81,321 £5,919 75,457 £ 9,633 95,735 + 3,382
Reabsorc¢éo 2,639+1,731 7,419+4,007 1,563 +1,563 34,591 +12,630%
PPRI 10,480 + 7,221 21,426 +5,984 13,285 + 2,991 7,593 + 2,405
PPSI 6,209 + 3,613 12,058 +5,455 3,889 +2,681 34,679+ 12,614°

Os dados representam a média * erro padrdo da média dos animais, n = 8. Numeros de
corpos luteos, implantacGes, reabsorcdes, indices de reabsorcdo e PPSI: (° p < 0,05 vs.
veiculo). PPRI (perda pré-implante); PPSI (perda pds-implante).

N&o foram observadas diferencas significativas entre os grupos tratados e
o veiculo em relacdo aos indices de implantacdo e de perda pré-implante o que
indica que o extrato em estudo ndo apresenta efeito toxico sobre o desenvolvimento

embrionario antes da implantacdo, que possa provocar a perda do embrido
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conforme observaram Maganha et al., (2006) em pesquisa sobre influéncia do
lapachol no estagio de implantacdo do desenvolvimento embrionario de ratos.

4.4 Toxicidade reprodutiva no estagio de organogénese

Os resultados da toxicidade reprodutiva no estagio organogénese do
EtOH-Pp quanto ao nimero de placentas, fetos, fetos vivos, mortos e malformados,
massa da placenta, fetos e ninhada estdo dispostos na TABELA 7. Durante o
estagio de organogénese ndo foram observadas diferencas significativas entre os

grupos tratados e o grupo veiculo.

TABELA 7 - Toxicidade reprodutiva no estagio de organogénese quanto ao numero de
placenta, fetos, fetos vivos, mortos e malformados, massa da placenta,
fetos e ninhada (g) apds 30 dias de administracdes do extrato etandlico
das folhas de Parkia platycephala Benth (EtOH-Pp) nas diferentes doses

Toxicidade reprodutiva no estagio de organogénese
Tratamento
. Veiculo EtOH-Pp EtOH-Pp EtOH-Pp
Parametro (H,0d) 250mglkg 500mg/kg 1000mg/kg
(NUmero)
Placenta 8,125 + 0,479 10,000 £ 0,707 10,125+0,441 9,750+ 0,726
Fetos 8,500 + 0,681 9,500 + 0,779 9,250 +1,114 9,750+ 0,726
Fetos vivos 7,875 +0,611 9,250 + 0,921 9,875+0,515 9,750+0,726
Fetos mortos 0,250 +0,250 0,250 + 0,164 0,250 +0,250 0,000 + 0,000
Fetos
malformados 4 500+ 0,000  0,000£0,000  0,125+0,125 0,000 + 0,000
(Massa (g))
Placenta 0,628 + 0,029 0,597 £ 0,041 0,510+0,019 0,554 +0,030
Fetos 3,191 + 0,453 2,758 £ 0,272 2,710+£0,287 3,054+0,411
Ninhada 25,488 + 3,260 25,488 + 3,260 26,371 +3,803 27,248 +2,780

Os dados representam a média + erro padréo da média dos animais, n = 8.

Apesar de ter sido registrado perdas significantes pos-implante ndo foi
observado a presenca significante de natimortos, que indica que o EtOH-Pp
administrado durante todo o periodo de organogénese pode ter causado mortalidade
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muito antes da gestagcdo chegar a término, no inicio da fase fetal, de modo que os
fetos foram reabsorvidos e ndo estavam presentes em suas respectivas placentas.
As perdas pos-implante ndo resultaram em diminuicdo do tamanho da ninhada,
provavelmente devido ao aumento da taxa de ovulacdo e do numero de
implantagdes, que pode ter compensado as perdas.

N&o foi possivel estabelecer precisamente a maior dose que néo
demonstra toxicidade (NOAEL), porque apareceram sinais de toxicidade desde a
menor (250mg/kg) até a maior dose (1000mg/kg), deduz-se entdo que,
possivelmente esta seja inferior a 250 mg/1000g. N&o foi possivel determinar
também a menor dose que causa efeito toxico mas néo leva a morte (LOAEL), mas
também sabe-se que pode ser 250 mg/1000g ou inferior a esta. No entanto, a
toxicidade na menor dose se restringiu a uma reducdo no consumo de agua e
alteracOes reprodutivas, com aumento da taxa de ovulacdo e redugcdo do peso
uterino. Novos experimentos necessitam ser realizados, partindo de doses menores,
para que se possam estabelecer esses limites.

Em sintese, o EtOH-Pp induziu alteracfes significantes na frequéncia das
fases do ciclo estral de ratas, com reducédo de proestros e aumento de diestros,
diminuicdo da ingestdo de agua e ragdo e da massa corpérea. Nao provocou
alteracbes macroscopicas nos 0Orgdos internos examinados e quanto & massa
desses Orgaos, somente o Utero teve sua massa reduzida significantemente,
possivelmente devido ao predominio da fase progesteronica diéstrica e ou da
presenca de substancias antiestrogénicas no extrato. Nas dosagens bioquimicas
séricas ndo foram observadas alteracdes indicativas de disfungBes hepaticas e
renais, apenas aumento significante de fosfatase alcalina, que pode ser indicio de
alteracdo muscular ou 6ssea. Quanto a toxicidade gestacional o extrato provocou
aumento de corpos luteos, e portanto de ovulacdes, ndo alterou os indices pré-
implante, porém aumentou os indices de perdas pos-implante, sem aparecimento
significante de natimortos por ocasido da cesariana, indicando morte no inicio da
fase fetal. A maior dose que néo causa efeito toxico (NOAEL), assim como a menor

dose tdxica que nao causa a morte (LOAEL) deve esta abaixo de 250 mg/kg.
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5 CONCLUSOES

Nas condicbes em que foi realizado o presente experimento podemos

concluir que o EtOH-Pp:

. Aumenta o indice da fase diéstrica;
. Reduz consumo de agua e racao;
. Aumenta concentracfes de fosfatase alcalina sérica;

. Reduz massa corpérea, massa absoluta e relativa do Utero;

a b~ W N P

. Aumenta os indices de reabsorcdo e perdas poOs-implante em ratas

gestantes.
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6 PERSPECTIVAS

1. Verificar a reversibilidade dos efeitos do extrato EtOH-Pp sobre o ciclo
estral;

2. Observar a possibilidade de efeitos contraceptivos;

3. Determinar 0s possiveis mecanismos de toxicidade quanto aos
parametros de consumo de agua, racdo e massa corporea;

4. Determinar os possiveis mecanismos de toxicidade sobre o utero;

5. Analisar possivel agdo estrogénica e antiestrogénica do extrato
EtOH- Pp;

6. Estabelecer doses NOAEL e LOAEL.
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