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RESUMO

As plantas Myracrodruon urundeuva (aroeira), Poincianella pyramidalis (catingueira) e
Anadenanthera colubrina (angico), sdo comumente utilizadas na medicina popular do Cariri
paraibano, para o tratamento de diversas afecc¢Ges intestinais, ginecoldgicas, de cicatrizagdo e
respiratorias. O trabalho teve como objetivo avaliar o perfil toxicolégico ndo clinico agudo, dos
infusos e dos extratos secos nebulizados das drogas vegetais das folhas de M. urundeuva, P.
pyramidalis e A. colubrina. Foram avaliados os infusos dos pos das drogas vegetais das plantas
estudadas, nos tamanhos de particulas de p6 grosso (710-355 pm), p6 semifino (355-180 pm)
e 0 po finissimo (150-75 pm), nos camundongos swiss em dose Unica, avaliados durante 14
dias, quanto as alteragcbes comportamentais, consumo de &gua, racdo e massa corporal. Os
extratos secos nebulizados (ESN) das drogas vegetais M. urundeuva, P. pyramidalis e A.
colubrina foram avaliados nas dose de 500, 1000 e 2000 mg/kg por animal em dose Unica via
oral em camundongos machos/fémeas durante 14 dias, observando-se as alteracGes
comportamentais, consumo de agua, racao e massa corporal. Foram determinados, também, a
massa dos orgaos coracdo, figado, rins, pulmédo e baco, com avaliacdo morfologica desses
orgdos. Os estudos em doses repetidas utilizando o ESN das drogas vegetais estudadas, na dose
de 2000 mg/kg/dia /animal em camundongo e coelhos machos/fémeas, avaliados durante 30
dias, quanto as alteracBes comportamentais, consumo de &gua, racdo e massa corporal, bem
como massa dos 6rgdos coracéo, figado, rins, pulméo e baco, além da analise dos parametros
hematoldgicos e bioquimicos, morfolégicos e histopatolégicos dos 6rgaos estudados. Foram
utilizados grupos controle administrando-se solucdo salina (NaCl 0,9%) em camundongos e
coelhos. Os dados obtidos com os infusos evidenciaram a nédo existéncia de sinais de toxicidade
sistémica para todos os tamanhos de particulas das drogas vegetais estudadas. Os estudos
toxicoldgicos de dose Unica com os ESN nas trés dose também evidenciaram nenhuma alteragdo
comportamental, no consumo de agua e racdo, na massa corporal, massa dos 0rgaos coracéo,
figado, rins, pulmao e baco. Em doses repetidas de 2000 mg/kg por animal de cada ESN das
drogas vegetais M. urundeuva, P. pyramidalis e A. colubrina ficaram demonstradas a nédo
existéncia de alteracBes toxicoldgicas sistémicas e comportamentais ou morte nos
camundongos e coelhos tratados em relacdo aos seus respectivos grupos controle. Os estudos
toxicologicos ndo-clinicos agudos mostraram que os infusos e extratos secos das espécies
estudadas podem ser utilizados em formulagbes tépicas nas dose avaliadas com seguranca
comprovada.

Palavras-chave: Myracrodruon urundeuva, Poincianella pyramidalis, Anadenanthera
colubrina, quercetina, canferol, toxicidade dose Unica, toxicidade em doses repetidas.



ABSTRACT

The plants Myracrodruon urundeuva (aroeira), Poincianella pyramidalis (catingueira) and
Anadenanthera colubrina (angico), are commonly used in the popular medicine of Cariri
Paraibano, for the treatment of various intestinal, gynecological, healing and respiratory
diseases. The objective of this study was to evaluate the acute non - clinical toxicological profile
of infusions and nebulized dry extracts of the plant drugs of M. urundeuva, P. pyramidalis and
A. colubrina. The powder infusions of the plant drugs of the studied plants were evaluated in
the sizes of particles of coarse powder (710-355 pum), semifinished powder (355-180 um) and
fine powder (150-75 pum) in the swiss Single dose, evaluated for 14 days, regarding behavioral
changes, water consumption, feed and body mass. The spray dried extracts M. urundeuva, P.
pyramidalis and A. colubrina were evaluated at concentrations of 500, 1000 and 2000 mg / kg
per animal in a single oral dose in male / female mice for 14 days, Observing the behavioral
changes, water consumption, ration and body mass. We also determined the mass of the heart,
liver, kidney, lung and spleen organs, with morphological evaluation of these organs. The
repeated doses studies using the ESN of the studied plant drugs at a concentration of 2000 mg
/ kg / day / animal in mouse and male / female rabbits, evaluated during 30 days, regarding
behavioral changes, water consumption, feed and body mass, As well as mass of the heart, liver,
kidney, lung and spleen organs, as well as the analysis of the hematological and biochemical,
morphological and histopathological parameters of the organs studied. Control groups were
used by administering distilled water in mice and rabbits. The data obtained with infusions
showed no signs of systemic toxicity for all particle sizes of the studied plant drugs. Single-
dose toxicity studies with NSAs at three concentrations also showed no behavioral change in
water and feed intake, body mass, body mass, liver, kidney, lung and spleen organs. At repeated
doses at the concentration of 2000 mg / kg per animal of each ESN of the plant drugs M.
urundeuva, P. pyramidalis and A. colubrina, there was no evidence of systemic and behavioral
toxicological changes or death in mice and rabbits treated with their respective control groups.
Acute non-clinical toxicological studies have shown that the infusions and dry extracts of the
species studied can be used in topical formulations at concentrations evaluated with proven
safety.

Key words: Myracrodruon urundeuva, Poincianella pyramidalis, Anadenanthera colubrina,
quercetin, canferol, single dose toxicity, repeated doses toxicity.
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1. INTRODUCAO

As plantas medicinais sdo bastante utilizadas e recebe o incentivo da OMS (WHO,
1993). Mas nédo s6 o uso na medicina popular é suficientes para validar eticamente as plantas
medicinais como medicamentos eficazes e seguros. (TUROLLA; NASCIMENTO, 2006;
AGRA et al. 2008). Os estudos toxicologicos tém a finalidade de avaliar os produtos
fitoterapicos, que por serem naturais, ndo sdo isentos de efeitos toxicos ou adversos
(CRAVEIRO et al., 2008; SILVEIRA et al., 2008).

Os fitoterapicos tem seu registro regulamentado no Brasil seguindo a RDC n° 14 de
2010 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Requerendo estudos e controles
dos aspectos botanicos, fitoquimicos, farmacologicos, toxicoldgicos, analiticos e tecnoldgicos.
Através dos requisitos e parametros exigidos por essa resolucéo, a necessidade do controle de
qualidade que abrangem desde a matéria-prima vegetal, derivados da droga vegetal até o
produto final, com métodos analiticos validados e a comprovacao de seguranca de uso visando

garantir a eficacia do produto final a ser comercializado (BRASIL, 2010a).

Integrando a diversidade de espécies que compdem a flora do bioma da caatinga, estdo
as seguintes espécies medicinais que foram estudadas: Myracrodruon urundeuva Alleméo, a

Poincianella pyramidalis Tul. e Anadenanthera colubrina var. cebil.

M. urundeuva uma espécie arbdrea pertencente a familia Anacardiaceae, conhecida
popularmente como aroeira-do-sertdo, aroeira-do-cerrado e aroeira-preta (SANTIN; LEITAO
FILHO, 1991). E indicada no tratamento de ferimentos na pele, nas mucosas, sendo também,
utilizada em gastrites, Ulceras do estdmago e do duodeno, bem como, no tratamento do aparelho
genital feminino. Apresenta acdo adstringente, anti-inflamatoria, antialérgica e cicatrizante
(MATOS, 2002; MATOS et al., 2004).

P. pyramidalis uma leguminosa da familia Fabacea, popularmente conhecida como
“catingueiro” ou “pau-de-rato” € endémica na caatinga (BAHIA et al., 2005; SILVA et al.,
2009). As folhas, flores, sementes e/ou casca desta espécie sdo muito utilizadas na medicina
popular como diurético, antipirético (BAHIA et al., 2005) para tratamento de problemas
estomacais, como cicatrizante e hemostatico (CARTAXO et al., 2010), contra infeccoes
respiratorias (MAIA, 2004).

A. colubrina pertencente a subfamilia Mimosoideae (Leguminosae), conhecida

popularmente como angico, angico-brando, é uma espécie arbdrea que ocorre em VArios
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biomas, entre ele o da caatinga (NEPUMOCENO, 2007). A casca interna da A. colubrina é
popularmente indicada para combater bronquite e pneumonia (ALMEIDA et al., 2005) e

segundo Albuquerque et al. (2007) é também utilizada no combate a asma.

O uso de plantas medicinais na populacdo representa uma pratica cultural e um modelo
alternativo de desenvolvimento humano sustentavel, de educagdo, respeito pela natureza e
direito a saude. Considerando que muitas plantas do semiarido nordestino que séo utilizadas na
medicina popular, ainda ndo foram devidamente estudadas e seus efeitos farmacologicos
comprovados, obtivemos drogas vegetais das plantas medicinais estudadas, garantimos a
qualidade o ESN através da cromatografia e avaliamos os efeitos toxicolégicos dos infusos e
dos ESN das plantas M. urundeuva, P. pyramidalis e a A. colubrina. Garantindo o acesso seguro

e 0 uso racional das plantas medicinais estudadas.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial toxico dos infusos dos pds das drogas vegetais, dos extratos secos
nebulizados (ESN) e analisando quantativamente os flavonoides quercetina e canferol nas
folhas das plantas M. urundeuva, P. pyramidalis e a A. colubrina que séo espécies de plantas

medicinais.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e A quantificagdo de quercetina para M. urundeuva e A. colubrina e canferol para P.
pyramidalis por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia — CLAE.

e Auvaliar a toxicidade ndo-clinica em dose Uunica via oral em camundongos,
administrando o infuso dos pds das drogas vegetais estudadas.

e Avaliar a toxicidade ndo-clinica em dose Unica via oral em camundongos,
administrando extra ESN das plantas estudadas, nas dose 500 mg, 1000 mg e 2000
mg/kg do animal.

e Avaliar a toxicidade ndo-clinica em dose repetidas (30 dias) via oral em camundongos
e coelhos, administrando o ESN das plantas: M. urundeuva, a P. pyramidalis e A.
colubrina, na dose de 2000 mg/kg do animal.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Estudo da Toxicidade

O uso e a producdo de fitoterdpicos sdo fundamentais para o bem estar, a satde e o
desenvolvimento econdmico de um pais e, a0 mesmo tempo podem representar um risco para
a saude e ao meio ambiente, se ndo forem administrados de maneira responsavel e sustentavel.
Os estudos toxicoldgicos sdo importantes para avaliar as drogas vegetais, pois estas ndo estao
isentas dos efeitos toxicos e indesejaveis.

A Organization for Economic Co-operation and Development — OECD, desenvolveu
um sistema de classificacdo de produtos quimicos, com informagdes que orientam o
reconhecimento, dos perigos para a saude humana e 0 meio ambiente. Nesse sistema aos
produtos quimicos podem ser atribuidos, uma das cinco classificacdes das categorias de
toxicidade (Fig. 1) com base na toxicidade aguda por via oral, dérmica ou por inalacdo de
acordo com os critérios numericos expressos como valores (aproximados) de DLso (oral,
dérmica) ou CLsg (inalagdo) (OECD, 2000; OECD, 2001a).

Figura 1 - Classificacdo das categorias de perigos para toxicidade aguda.

Category | Category | Category | Category | Category 5
1 2 3 4
Oral (mg/kg) 5 50 300 2000 5000
See detailed criteria
Demmal (mg'kg) 50 200 1000 2000
Gases (ppm) 100 500 2500 5000
see: Note a
Vapours (mg/1) 0.5 2.0 10 20
see: Note a
Note b
Note c
Dusts and Mists (mg/l) | 0.05 0.5 1.0 5
see: Note a
Note d

Fonte: OECD Series on testing and assessment, Number 33.
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3.1.1. Seguranca no uso das plantas medicinais

O estudo da toxicidade de um fitoterapico, deve assegurar a sua utilizacdo, garantindo a
avaliacdo boténica, estudos farmacéuticos, ensaios biolégicos nédo-clinicos realizados em

animais de laboratorio e posteriormente ensaios clinicos em humanos (LAPA et al, 2003).

A avaliacdo da toxicidade tem como objetivo conhecer os efeitos nocivos decorrentes
das interages das substancias quimicas com o organismo para o estabelecimento de formas
seguras para sua utilizacdo, sendo a identificacdo destes efeitos proveniente de estudos néo-
clinicos, clinicos e epidemiolégicos (CORREA; ZAMBRONE, 2009).

A fim de padronizar a condugdo de estudos de toxicidade, a OECD, a United States
Environmental Protection Agency (USEPA), a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(ANVISA) e outras agéncias e instituicdes internacionais possuem protocolos (guidelines)
padronizados que correspondem a metodologias de uso comum do governo, das industrias e de
laboratérios independentes, para identificar e caracterizar os perigos de substancias quimicas
novas e ja existentes. Essa harmonizacao garante uma ampla aceitabilidade dos dados gerados
para fins regulatorios e evita duplicacdes ou repeticdes desnecessarias de estudos ja efetuados
(CORREA; BOFF, 2009, BRASIL, 2014, OECD, 2001a).

A ANVISA dispde através da Resolucdo — RE n°90 de 16 de marco de 2004 e da
Resolucdo da Diretoria Colegiada — RDC n° 26 de maio de 2014, sobre o registro de
medicamentos fitoterapicos, que conduz os testes de toxicidade aguda e toxicidade em doses
repetidas (BRASIL, 2004a; BRASIL, 2014).

3.1.2. Toxicidade oral aguda

Segundo Valadares (2006), o inicio da realizacdo desses testes ocorreu na década de 20,
para avaliar substancias que seriam usadas em seres humanos, no entanto na década de 1970
passou a ser amplamente utilizada para a comparagdo e classificacdo da toxicidade de
substancias quimicas e ap6s esse periodo, gradativamente, tornou-se pré-requisito para as

agéncias reguladoras responsaveis pela aprovagdo de novos farmacos.

Os efeitos adversos avaliados ocorrem em um curto periodo de tempo, apés a
administracdo Unica ou multipla dentro de 24 horas, de elevadas doses da substéancia avaliada.

E possivel identificar os perigos relativos as diferentes vias de exposicao, a diferenca entre os



27

sexos, a morte dos animais, efeitos comportamentais e adversos, que possam ser atribuido a
substancia (CORREA; BOFF, 2009; BRASIL, 2014).

O teste de toxicidade oral aguda segundo a ANVISA e juntamente com o protocolo n°
420 da OECD, tem como principio verificar o aparecimento de sinais evidentes de toxicidade
a partir da exposicao a doses fixas do produto estudado. S&o utilizadas trés doses, sendo a mais
alta escolhida com a expectativa de produzir efeitos toxicos observaveis. Uma espécie de
mamifero, machos e fémeas adultos, com seis animais por grupo, devendo se utilizar a mesma
via de administracdo proposta para o uso do fitoterapico (BRASIL, 2014; OECD, 2001b).

3.1.3. Toxicidade oral em doses repetidas

O estudo de toxicidade oral com exposic¢des continuas as substancias, sdo utilizados para
mimetizar a forma mais comum de exposi¢cdo humana, as exposicoes repetidas constituem a
etapa inicial para identificacdo dos efeitos adversos potencial (CAMPOS; AMARAL, 2009).

A partir do teste é possivel a obtencdo de informacdes sobre os efeitos toxicos,
identificacdo dos 6rgdos alvos, efeitos nas fungdes fisioldgicas, hematoldgicas, bioquimicas,
anatomopatoldgicas e histopatoldgicas. A utilizacdo de duas espécies, uma roedora e outra ndo
roedora, aumenta a probabilidade de avaliar as respostas da substancia teste como maior
similaridade com o0 homem (BRASIL, 2010a; BRASIL, 2014).

O estudo de toxicidade em doses repetidas é conduzido de acordo com a ANVISA e
metodologias do protocolo n° 407 da OECD, o teste € realizado com pelo menos duas espécies
de mamiferos, sendo uma roedora e uma nédo roedora, grupos de dez animais para roedores e de
trés animais para ndo roedores, utilizando machos e fémeas. A duracdo do tratamento com a
substancia-teste depende do tempo de uso proposto, que sera utilizado até 30 dias de uso por
ano a duracdo é de quatro semanas (BRASIL, 2014; OECD, 2008).

Durante o periodo do teste sdo avaliados sinais clinicos gerais, alteracdes
comportamentais, de peso corpdreo e consumo de &gua e racao, ao final devem ser avaliados
parametros hematoldgicos, bioquimicos, analises macroscopicas, histopatolégicas dos 6rgaos e
tecidos selecionados e os pesos dos orgaos (OECD, 2001b; OECD, 2008; BRASIL, 2014).
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3.2. Sobre as plantas

3.2.1. Myracrodruon urundeuva

A Myracrodruon urundeuva Allemdo € uma planta de importancia econémica e na
medicina popular (Fig.2), conhecida como aroeira. Na medicina popular € utilizada em doencas
do aparelho reprodutor feminino, doencas gastrointestinais, propriedades anti-inflamatdrias,
cicatrizante e com varios outras acdes curativas atribuidas pela populacédo, cientificamente é
estudada seu potencial farmacologico (SILVA et al., 2015; LORENZI; MATOS, 2008;
BANDEIRA, 2002). A sua madeira utilizada na marcenaria, a casca nos curtumes, devido a
suas varias utilizacfes e alta qualidade, estd havendo um consumo predatério colocando esta
espécie em ameacada de extingdo (ALMEIDA et al., 1998; LORENZI, 1992)

Figura 2 - A arvore da M. urundeuva com seu caule e folhas (A) e sua inflorescéncia
com flores e frutos do tipo ovdide (B).
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Fonte: www.arvores.greennation.com.br (A) e rosadacaatinga.blogspot (B)

3.2.2. Aspectos botanicos

E uma espécie arborea que chega até 20 metros de altura, pertence a familia
Anacardiaceae, foi descrita por Manoel Freire Allem&o em 1862 e tem por sinonimia Astronium
urundeuva apos requalificagdo feita por Engler em 1881 (LORENZI; MATQOS, 2008).

M. urundeuva conhecida como aroeira do sertdo, aroeira-do-cerrado e aroeira-preta, é

nativa do Brasil e apresenta uma grande amplitude ecoldgica, que apresenta distribuicao natural


http://www.arvores.greennation.com.br/
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limitada a América do Sul, ocorrendo naturalmente desde o Ceara até a Argentina e Paraguai,
sendo encontrada em formacodes vegetais de caatinga, cerrado e floresta pluvial (LORENZI;
MATOS, 2002; SANTIN; LEITAO FILHO, 1991). Arvore frondosa possui folhas compostas,
imparipinadas, com 5-7 pares de foliolos ovado-obtusos, pubescentes em ambas as faces da
lamina foliar, quando jovens. O porte da aroeira varia conforme a regido de sua ocorréncia
(LORENZI, 1992; ANDRADE et al., 2000), podendo atingir 30 m de altura (RIZZINI, 1971).

Geralmente, a espécie floresce entre julho e setembro, e a maturacao dos frutos ocorre
de setembro a outubro (LORENZI, 1992; ANDRADE et al., 2000). Seus frutos séo do tipo
drupa globosa ou ovoide, com célice persistente, considerado um fruto-semente (FIGUEIROA
etal., 2004). A semente é unica (0,2 a 0,4 cm de diametro), globosa, desprovida de endosperma,
com epicarpo castanho-escuro, mesocarpo castanho, carnoso, resinifero, com odor
caracteristico e tegumento membranaceo (MEDEIRQS, 1996; ALMEIDA et al., 1998).

Sua madeira é densa de grande resisténcia mecéanica e imputrescivel, com copa larga e
piramidal formada por folhas alternadas. Por causa de suas qualidades medicinais e da madeira,
é muito explorada, chegando a uma forma predatdria e tornou-se escassa em todas as areas de
ocorréncia. Est4 na lista oficial de espécies brasileiras ameacadas de extin¢do, na categoria
como “menos preocupante” pelo Centro Nacional de Conservagdo da Flora (MAIA, 2004;
GAINO et al., 2010; CNCFlora, 2017). Essa espécie é proibida de corte em floresta atlantica
primaria e autorizada sob aprovacdo de plano de manejo florestal em floresta secundaria,
cerraddes e cerrados (IBAMA, 1991).

3.2.3. Aspectos Etnobotanicos e Etnofarmacol6gicos

Estudos etnofarmacoldgicos citam o emprego da M. urundeuva por via oral, na forma
de infusos e decoctos, para o tratamento de afeccdes respiratorias, diarreias, hemoptise e
metrorragias (BRAGA, 1976). A literatura cita seu uso como antirreumatico e adstringente
(CONCEICAO, 1982). O decocto da casca do caule é usado no tratamento de feridas como
tonico e adstringente (SANGUINETTI, 1989; COIMBRA, 1994).

Muito conhecida popularmente a M. urundeuva, apresenta indicacdes terapéuticas
abrangentes como, acdo anti-inflamatorias e expectorante, pode ainda ser usada para 0
tratamento de gonorreia, cervicite vaginite, Ulceras bucais e gastricas, gastrites, doencas
gengivais e respiratorias (SARAIVA et al., 2015; LORENZI; MATOS, 2008)
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A utilizacdo da casca desta espécie é atribuida as indicagbes anti-inflamatério,
cicatrizante, para curar a gastrite, dor de garganta, bronquite e para o tratamento das
inflamacGes ovarianas e do utero (AGRA et al., 2007; ALBUQUERQUE et al., 2007; SILVA
et al., 2015). As raizes sdo usadas no tratamento de reumatismo e as folhas sdo indicadas para
o tratamento de Ulceras (ALMEIDA et al., 1998). Havendo relatos do consumo da M.
urundeuva em formas de infusos, xaropes e maceracao, proveniente das folhas, cascas e raizes
sdo utilizadas no tratamento de doencas respiratorias, inflamacdes e doencas infecciosas e
parasitarias (FRANCO; BARROS, 2006).

3.2.4. Aspectos fitoquimicos

Estudos fitoquimicos relatam o isolamento, a partir de extratos das cascas, de polifendis
(proantocianidinas), ligninas (NAPOLEAO et al., 2011; MORAIS et al., 1999), as chalconas
urundeuvinas I, I1 e 111, responsaveis pelas atividades analgésica e antiinflamatéria (BOTELHO
etal., 2008; VIANA et al., 2003) e a lectina que apresentou atividade inseticida (SA et al., 2008;
NAPOLEAO et al., 2011) e larvicida em Aedes aegypti (SA et al., 2009). Extratos das folhas

apresentaram majoritariamente galotaninos (SILVA et al., 2011).

Da casca interna da M. urundeuva isolou-se as chalconas diméricas: urundeuvina A, B,
C e matosina que por meio da Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) determinou suas
formulas moleculares (BANDEIRA, 2003). Outros estudos quimicos confimaram a

predominanica dechalconas e de taninos na casca da aroeira (VIANA et al., 1997).

Souza (2012) identificou as substancias acido galico, galato de metila, galato de etila,
acido protocatecuico, acido clorogénico e acido elagico. Do fracionamento fitoquimico foram
isolados dois galotaninos, 1,2,3,4,6-penta-O-galoil- B-D-glicose 7, e uma mistura de acido 3-
galoilglico e 4-galoilgalico 9, e quercetina-3-Orhamnopiranosideo, um flavonoide comumente
encontrado em folhas de espécies vegetais. Foram isolados ainda compostos mais apolares
como cicloeucalenol e cicloeucalenona a partir do extrato hexanico da entrecasca, que
apresentam atividade antioxidante (DANTAS, 2003).

Estudos fitoquimicos do caule e da folha de individuos jovens e adultos de
Myracrodruon urundeuva constatam que as partes analisadas possuem taninos, flavondides,
mono e sesquiterpenos, triterpenos e esteroides, proantocianidinas condensadas e
leucoantocianidinas (ARAUJO et al., 2005; MONTEIRO, 2005; SILVA, 2008). Nas folhas de
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M. urundeuva foi identificada a presenca dos seguintes 6leos essenciais em ordem crescente de
concentragdo: P-cariofileno, car-3-eno, a-terpinoleno, -elemeno e eugenol (BANDEIRA,
2002; SCHENKE et al., 2007).

3.2.5. Aspectos Toxicoldgicos

O estudo toxicoldgico agudo ndo clinico do extrato hidroalcoolico das folhas de M.
urundeuva demonstrou que em camundongos por via intraperitoneal tem alta toxicidade (8
mg/kg) (ALMEIDA et al., 2010).

Viana et al (1995) demostrou que extratos hidroalcodlicos e aquoso da entrecasca de M.
urundeuva tem baixa toxicidade quando administrados por via oral e auséncia de efeitos
teratogéncicos nas doses estudadas. Outro estudo demonstrou que extratos liofilizados da
entrecasca de M. urundeuva administrado por via oral durante 83 dias a ratos machos na dose
(13,8 mg/kg) causou diminui¢do do hematdcrito e induziram malformagfes 6sseas nos fetos

guando administradas a ratas prenhas (CARLINI et al., 2013).

O extrato etandlico das folhas de M. urundeuva foi toxico nas dose de 100 e 1000 pg/mL
(ppm) foram capazes de causar a morte de mais de 70% de larvas de Artemia salina durante as
24 horas de exposicdo (CAVALCANTE et al., 2016).

3.2.6. Aspectos Farmacologicos

Estudos farmacoldgicos de extratos hidroalcodlico e aquoso da entrecasca da M.
urundeuva tém mostrado efeitos no tratamento de patologias ginecoldgicas, indicada nos caso
de cervicite e ectopia (BANDEIRA, 2002), como antiinflamatério, cicatrizante,
antiulcerogénico, antihistaminico, antibradicinina e analgésico, aliados a auséncia de efeitos
toxicos e teratogénicos (VIANA et al, 1997; VIANA et al., 2003; ALBUQUERQUE et al.,
2004; CAVALCANTE, 2005), antiulcera, antialérgica (CARLINI et al., 2010,
ALBUQUERQUE et al., 2011) e antidiarreica (CHAVES et al., 1998).

M. urundeuva é um potencial composto inibidor da tirosinase. Comprovado pela
capacidade de sequestrar radicais livres em relagdo ao radical estavel 2,2-difenil-1-picril-
hidrazil (DPPH-) utilizando a cascas do caule de M. urundeuva (1,0 mg/ml), foi capaz de

influenciar na atividade enzimatica da tirosinase. Os extratos metanolicos das folhas e cascas
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do caule foram significativos, apresentando percentuais de inibig&o da tirosinase de 66% para
0 extrato metandlico das folhas e 42% para 0 extrato metanolico das cascas do caule,
respectivamente (VIEIRA et al., 2015).

Também foi testada a capacidade dos extratos aquosos e hidroalcodlicos de inibir a
formacdo de biofilme bacteriano, apontando o possivel papel dos taninos nessa atividade
(TRENTIN et al., 2013). Da casca de M. urundeuva também foi isolada a proteina lectina com

atividade larvicida contra o mosquito Aedes aegypti (SA et al., 2009).

Em um estudo in vitro foi avaliado o extrato hidroalcoolico de M. urundeuva e se
observou que uma atividade bactericida e bacteriostatica sobre S. mutans, S. mitis, S.
sobrinus, S. sanguis e L. casei, como também acdo antifingica sobre C. albicans, C.
tropicalis e C. krusei (ALVES, 2009).

Efeitos neuroprotetores M. urundeuva, possivelmente relacionada as propriedades
antioxidantes e anti-inflamatorias, destacando seu potencial uso na prevencao ou tratamento de
condigBes neurodegenerativas, como a doenga de Parkinson. Estudados em um modelo da
doenca de Parkinson, os animais tratados com extrato padronizado (5, 10, 20 ou 40 mg / kg,
p.0.) por 2 semanas. Que reverteu alteracGes comportamentais observadas no grupo. O nimero
de neurdnios viaveis e as células IM imunopositivas foram aumentadas pelo extrato
padronizado GFAP e OX-42 (CALOU et al., 2014).

No tratamento de doencas ginecoldgicas, o uso do creme vaginal de aroeira 15% contra
as cervicites, vaginites e ectopias em 18 mulheres e os resultados demonstraram efetividade no

tratamento das doencas estudadas sem reagdes adversas durante o tratamento (CAMPO, 2008).

Viana et al., (1995) avaliou o elixir da M. urundeuva em pacientes de ambos 0s sex0s
(12 no total) diagnosticados com Ulcera duodenal ou gastrite e lesdo endoscépica na dose de 1
a 2 g extrato/dia por 30 dias e os resultados mostraram que em 75% ocorreu cicatrizagcao

completa sem efeitos colaterais.
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3.2.7. Poincianella pyramidalis

A Poincianella pyramidalis é bastante utilizada na medicina popular (Fig.3) como anti-
inflamatorio, digestivo e analgésico, sendo conhecida como catingueira. E uma espécie
endémica na vegetacdo da Caatinga e bastante explorada devido a utilizagdo na marcenaria,
potencial forrageiro e na medicina popular (QUEIROZ, 2009; MAIA, 2004).

Figura 3 — Arvore da P. pyramidalis com caule e folhas (A) e a beleza da floragdo da P.
pyramidalis com suas flores e frutos (B).

Fonte: www.ciplamasces.wordpress.com (A) e http://www.cnip.org.br (B)

3.2.8. Aspectos Botanicos

A espécie Poincianella pyramidalis (Tul.) L.P.Queiroz, é uma Leguminosae,
pertencente a sub familia das Fabaceae, género Poincianella (MAIA, 2012), popularmente é
conhecida como “catingueira” ou “pau-de-rato”. Esta espécie era conhecida como Caesalpinia
Pyramidalis (Tul.) e como resultado de uma reformulagdo taxonémica pertence ao género
Poincianella (QUEIROZ, 2009).

P. pyramidalis é arbustiva e atinge até 12 m de altura, comum na Caatinga com
caracteristicas morfofisioldgicas promotoras de sua tolerancia ao ambiente semiarido, dentre
eles 0 mecanismo de caducifélia, perda das folhas na época seca (BAHIA et al., 2005; SILVA
et al., 2009). Com casca acinzentada a amarronzada, apresenta crescimento rapido e boa
capacidade de rebrota, sua altura varia de 1 a 6 metros e a copa pode ser densa ou aberta, 0S
ramos jovens podem ou ndo apresentar tricomas, sendo o eixo foliar com tricomas glandulares
pedunculados densos ou esparsos; tricomas plumosos presentes ou ausentes nos eixos da
inflorescéncia (MAIA, 2004; QUEIROZ, 2009).


http://www.ciplamasces.wordpress.com/
http://www.cnip.org.br/
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Essa espécie estd amplamente distribuida na caatinga com elevados valores de
frequéncia e densidade apontados por diversos estudos floristicos e fitossociol6gicos
(AMORIM et al., 2009; SANTOS; SANTOS, 2012). Bastante explorada devido ao seu
potencial madeireiro, para estacas, mourdes, construcao de casas de taipa, como lenha e carvédo
e, devido sua rusticidade, e indicada para reflorestamento e aos potenciais forrageiro e
farmacolégico (MAIA, 2004; QUEIROZ, 2009).

3.2.9. Aspectos Etnoboténicos e Etnofarmacoldgicos

Estudos etnofarmacoldgicos citam o emprego da casca e a flor por via oral, na forma de
infusos e lambedor para gripe, inflamacéo no corpo e como cicatrizante (SILVA et al., 2015).

Na medicina popular, as folhas de P. pyramidalis sdo empregadas, pela populacdo, no
tratamento de febre, de doengas estomacais, gases e ma digestao e como diurética (ALMEIDA
et al, 2005; QUEIROZ, 2009) e a maceracdo da casca interna em vinho ou cachaga como
afrodisiaco (AGRA et al., 2007), no tratamento de infeccBes catarrais e como agente anti-
inflamatério (MENDES et al., 2000; BAHIA et al., 2005).

Suas flores, folhas e cascas séo utilizadas principalmente no tratamento de doencas
infecciosas e como um anti-inflamatorio e analgésico (BRAGA, 1960; MAIA, 2004; SANTOS
et al., 2008), diurético, antipirético (BAHIA et al., 2005), contra infeccBes respiratorias,
bronquite, asma, expectorante (ALBUQUERQUE et al., 2007) e para o tratamento de
verminoses de animais domésticos (MAIA, 2004).

A sua infusdo em 4&gua é utilizada tradicionalmente como antitérmica, anti- -
inflamatoria, expectorante, depurativa e no tratamento de infeccdes intestinais e bronquites
(MEDEIROS et al. 2012).

3.2.10. Aspectos fitoquimicos

Em estudos fitoquimicos realizados com a P. pyramidalis, foram encontrados
flavondides, taninos, saponinas (BAHIA et al., 2010; OLIVEIRA, 2010). Possivelmente, 0s
metabolitos secundarios sdo responsaveis pelas propriedades anti-inflamatérias (derivados
fenodlicos, taninos, flavonoides e saponinas) e antioxidantes (taninos, terpenos e derivados
fenolicos) da planta (OLIVEIRA, FIGUEIREDO, 2007). A presenca de diterpenos,
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flavondides e outros compostos fenolicos é caracteristica desse género e familia (CHAVES et
al., 2013)

Estudos quimicos realizados com P. pyramidalis relataram que nas folhas e caules séo
encontrados triterpenos, &cido géalico, esteroides, fenilpropandides, lignana, taninos e,
principalmente flavonoides e biflavon6ides (MENDES et al, 2000; BAHIA et al, 2005; BAHIA
et al. 2006, BAHIA et al., 2010; OLIVEIRA, 2010).

Sua flor é largamente utilizada, tendo sido confirmada as suas propriedades curativas,
devido a presenca de taninos, flavonas, flavonois, xantonas, flavonondis, flavononas e
alcaloides (LORENZI; MATQS, 2008).

Monteiro (2005) quantificou a maior abundancia de metabdlitos no extrato de metanol
da casca de catingueira, onde obteve 29,60 e 24,72 mg para fenol total e taninos,
respectivamente. O extrato de cloroférmio das folhas fornece biflavonoides e compostos
fendlicos chamados caesalflavona, podocarpusflavona A, agathisflavona, apigenina,
kaempferol, sitosterol e lupeol. O &cido fenilpropandide glicosidico, &cido 4-Ob-
glucopiranosiloxi-7-Z-hidroxicindmico e acido 4-Ob-glucopiranosiloxi Z-8-hidroxicinamico
foram também isolados das folhas. O extrato de cloroformio forneceu a haste 4, 4'-dihidroxi-
2'-metoxi-chalcona, (-) - galato de metilo e siringarossinol (MENDES et al., 2000; BAHIA et
al., 2005; BORGES-DOS -SANTOS et al., 2012).

Com extrato hexanico da raiz foi realizado, o isolamento de lupeol, acacetina,
fenilpropandide, e uma mistura de sitosterol e estigmasterol. A partir da fase metandlica isolou-
se um Dbiflavonoide, e também  7-hidroxi-4'-metoxiflavona-5a-2,4-dihidroxi-4'-
metoxidihidrochalcona (OLIVEIRA, 2010).

3.2.11. Aspectos Toxicologicos

A administracdo das folhas frescas de P. pyramidalis como Unica fonte de forragem a
cabras prenhas durante o periodo reprodutivo e gestacional, causou aborto e malformacéo ao
final do experimento (REIS et al., 2016).

O extrato metanolico da casca de P. pyramidalis apresentou importante toxicidade para
A. salina nas dose mais toxicas foram as de 250, 500 e 1000 ppm, por 24 horas (PESSOA et
al., 2013).
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Um estudo avaliou os efeitos embriotoxicos e fetotoxicos de folhas de P.
pyramidalis em ratas prenhas que receberam ragédo contendo 5% e 10% das folhas, durante todo
o0 periodo getacional, resultando em aborto, malformacdes e reducdo do desenvolvimento dos
fetos (CAMARA et al., 2017).

Melo et al. (2013) verificaram que a flor e 0 pdlen desta planta séo toxicos a variedades

da espécie Apis melifera, causando a morte destes organismos.

4.12. Aspectos Farmacologicos

Estudos de avaliagdo terapéutica desta entrecasca demonstraram atividade anti-
inflamatoria (SANTOS et al. 2011), antinociceptiva (SANTANA et al. 2012) e eficaz no
tratamento de Ulceras gastricas (RIBEIRO et al. 2013)

Alviano et al. (2008) observou atividade antibacteriana contra patdgenos orais na casca
e folhas de P. pyramidalis, os valores de CIM observados neste estudo foram de 1000 pg/ml
para Prevotella intermedia, Porphyromonas gingivalis e Fusobacterium nucleatum, e 8000
pg/ml para Streptococcus mutans e Lactobacillus casei, microorganismos relacionados a carie

dentéria.

A atividade antimicrobiana avaliada nos extratos de metanol das folhas, flores, cascas,
raizes, frutos e sementes e no extrato de acetato de etila da casca, raizes e frutos (CIM < 1000
pug/ml), demonstraram a eficacia antimicrobiana destes extratos contra Escherichia coli,
Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae, Salmonella spp., S. aureus e Pseudomonas
aeruginosa (SARAIVA et al., 2012). Os valores de CIM do extrato de metanol das folhas contra
P. aeruginosa (CIM =125 pg/ml) e o extrato de acetato de etilo da raiz contra E. coli e S. aureus
foram 500 e 250 pg/ml, respectivamente; E o extrato de metanol das folhas contra E. coli foi

de 250 pg/ml (SARAIVA et al., 2012).

Cruz e colaboradores (2007) avaliaram a atividade antifingica para o tratamento de
infecOes fungicas. P. pyramidalis apresentou atividade significativa contra as cepas padréo e
isolados clinicos de Trichophyton rubrum (CIM = 6,25 pg/ml), Candida guilliermondii (CIM
= 25 pg/ml), Candida albicans (CIM = 12,5 ug/ml), Cryptococcus neoformans (CIM = 12,5
pg/ml) e Fonsecaea pedrosoi (CIM = 200 pg/ml).

Uma pesquisa com isolados clinicos de Cryptococcus neoformans resistentes ao

antifangico, utilizou o método de difusdo em disco e o extrato aquoso de folhas de P.
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pyramidalis em uma dose de 4, 40 e 100 mg/ml. Os extratos mostraram boa atividade contra 5
das 10 cepas testadas, com zonas de inibicdo variando entre 7 e 14 mm (BARBOSA et al.,
2015).

A atividade antioxidante foi avaliada no extrato etanolico da casca de P. pyramidalis,
pelo método das substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS). O extrato (dose de 100
e 1000 pg/ml) mostrou atividade antioxidante reduzindo significativamente (P <0,001) a
peroxidacao lipidica em relacdo ao controle (77,66 e 82,41%, respectivamente) (SANTOS,
2010).

3.2.13. Anadenanthera colubrina

Popularmente, A. colubrina é conhecida como angico, e encontrada em quase todo
territorio brasileiro (Fig. 4), apresenta potencial terapéutico de facil acesso, reconhecida pela
medicina popular e muito utilizada como antisséptico e cicatrizante (LORENZI; MATOS,
2008; AGRA et al., 2007; MONTEIRO et al., 2006).

A casca do caule é unanime como a mais utilizada na preparacao de coccdes e tinturas,
causando um agravamento devido ao fornecimento continuo de matéria prima (casca) que nao
garante a sustentabilidade das arvores e de novas colheitas, podendo destruir a arvore que sdo
coletada sucessivamente. O controle do manejo sustentavel dessa plantas medicinal é a melhor

forma de garantir a preservacao dessa especie (MAIA, 2004).

Figura 4 — Arvore A. colubrina frondosa demonstrando seu grande porte, caule e folhas
(A), flor e frutos em formato de vagens achatadas (B) da A. colubrina.

Fonte: www.arvores.brasil.nom.br


http://www.arvores.brasil.nom.br/
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3.2.14. Aspectos Botanicos

Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan, o género Anadenanthera pertence a secao
Mimosoideae da familia Fabaceae, ordem Fabales. O género Anadenanthera, inicialmente
proposto por J. P. M. Brenan (1955) e Reis Altschul (1964, 1967), consistia de quatro espécies.
O pesquisador Siri Von Reis Altschul (1964, 1967), em sua revisdo taxonémica do género
considerou este ser composto de apenas duas espécies, A. Peregrina (L.) Speg. E a A. colubrina
(Vell.) Brenan, cada uma delas contendo duas variedades (ALTSCHUL, 1964; ALTSCHUL,
1967; BRENAN, 1955).

Esta espécie € conhecida popularmente por angico, angico-branco ou cambui-angico,
nativa do Nordeste, mas encontrada do Maranh&o até o Parana (LORENZI; MATOS, 2008). E
uma arvore de 5-15 metros de altura, de copa aberta e irregular. Com tronco quase cilidrico de
30-50 cm de diametro, revestido por casca um pouco rugosa e provida de espinhos esparsos.
Folhas compostas bipinadas, com 15-20 jugas; foliolos opostos, de 4-6mm de comprimento.
Flores de cor branca, dispostas em inflorescéncia do tipo paniculas de espigas globosas. Os
frutos sdo legumes (vagens) achatados, rigidos, glabros, brilhantes, deiscentes, de cor marrom,
de 10-20 cm de comprimento, contendo 5-10 sementes lisas e escuras. Multiplica-se apenas
por sementes (LIMA, 1985; AGRA, 2007; ALBUQUERQUE et al., 2007).

Uma planta ornamental e de muitas utilidades sendo sua madeira de 6tima qualidade
usada na construcdo civil e naval, para uso na marcenaria e carpintaria, na confeccao de portas,
janelas, mdveis, postes, currais e carrocas. Indicada para o reflorestamento de areas degradadas
e reposicdo de mata ciliar em areas ndo inundaveis. Seu pdlen e néctar serve para alimentacao
de abelhas (MAIA, 2004). Encontrada em diferentes ecossistemas brasileiros, existe uma
preocupacdo por partes dos conservacionistas em relacdo a essa espécie por causa
principalmente exploracdo excessiva, ja que ela é utilizada para diversos fins por populagdes
locais de maneira ndo sustentavel (ALMEIDA et al. 2006; LORENZI, 2002).

3.2.15. Aspectos Etnobotanicos e Etnofarmacologicos
A casca da A. colubrina é amplamente utilizada na medicina popular nordestina como

anti-inflamatorio, cicatrizante, para a gastrite, dor de garganta e para o tratamento das
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inflamacdes ovarianas e do Gtero (AGRA et al., 2007; ALBUQUERQUE et al., 2007;
LORENZI; MATQOS, 2008).

A decoccdo da casca ralada € utilizada para complica¢6es do figado, gonorreia, infeccao
dos ovarios e como depurativo do sangue. O xarope da casca e da resina é administrado por via
oral no tratamento da bronquite e angina (PAULA,1981; MONTEIRO et al., 2006).

A maceracdo da resina do caule da A. colubrina é utilizada no tratamento da bronquite
(MONTEIRO et al., 2006; BRANDAO et al., 2008). A solucdo hidroalcodlica para o
tratamento da anemia, tosse, processo inflamatorio, asma, gripe (ALBUQUERQUE et al.,
2007). A inalagdo das sementes, previamente seca ao sol, assadas e moidas, é utilizada para
dores de cabeca, resfriado e secre¢des pulmonares (MONTEIRO et al., 2006).

Algumas preparacGes de uso topico sdo elaboradas através da decoccdo, que sao
indicadas na higienizacéo de areas de lesdo tegumentar, ou sdo utilizadas como locdo apds o
banho sem restricdo a area lesada (MARCIA, 2005).

3.2.16. Aspectos fitoquimicos

Segundo Lorenzi e Matos (2008), no estudo fotoquimico da A. colubrina (Vell.)
Brenan., foram isolados da casca flavonoides e alguns compostos fendlicos, além de ser rica
em taninos, justificando suas atividades terapéuticas, tendo sido confirmado nos testes
realizados. ldentificados em estudo a presenca dos seguintes metabdlitos, taninos, flavonas,
flavonois, xantonas, chalconas, auronas, flavonondis, flavononas e alcaloides (LORENZI;
MATOS, 2008). Em analise fitoquimica do extrato aquoso e hidroalcodlico da casca do caule
da A. colubrina apresentou taninos e flavonoides como composto majoritarios (WEBER, 2010).

As vagens contém sementes com 3% de taninos e cerne 1,8% deste metabdlito
secundario, as sementes possuem alcaldides psicoativos (LORENZI, 1998). Estudos
demonstraram que a quantidade de taninos na casca do caule poderia variar de 3,21 a 11,07%
em relacdo ao peso total da amostra vegetal, ja que a concentracdo destes compostos depende
da interacdo planta-ambiente, em resposta a diversos fatores bioldgicos e quimicos, como
quantidade de nitrogénio e oxigénio disponivel no solo (MONTEIRO, 2005; TORRES;
REPKE, 2009). Um estudo ainda demonstrou ndo haver diferencas significativas entre os teores
de taninos e flavonoides da casca da arvore e de suas folhas (FREITAS et al.,2004).

Gutierrez-Lugo et al. (2004), estudando os inibidores da lipoxigenase, verificaram que
entre 0s doze compostos isolados das partes aéreas de A. colubrina, 0os mais ativos eram:

Anadantoflavona, lupenona, lupeol, a-amirina e apigenina.
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Extratos hidroalcodlico e acetato de etila da espécie A. colubrina apresentaram o
alcaléide N,Ndimetiltriptamina, esteroides (palmitato de B-sitosterol, sitosterol, glicosideos),
Flavonoides, triterpeno (lupeol) e compostos fendlicos (dalbergina, 3,4,5- dimetoxidalbergina)
(LORENZI; MATOS, 2002).

Segundo Agra (1996), o angico é quimicamente constituido por alcal6ides indélico
(oxido de N, N-dimetiltriptamina), esterdides (palmitato de &-sitosterol e &-sitosterol),
flavonoides (3,3',4',7,8-pentahidroflavona), triterpenoides (lupenona e lupeol), derivados
fenolicos (3,4,5-dimethoxidalbergiona, dalbergiona e kuhlmannia). Contém nas entrecascas
aproximadamente 32% de tanino (PIO CORREA, 1978), também conhecidos por

proantocianidinas, capazes de facilitar a cicatrizagéo de feridas.

3.2.17. Aspectos Toxicologicos

O extrato da cascas de A. colubrina apresentou toxicidade contra Artemia salina, um
microcrustaceo de agua salgada (LUNA et al., 2004). De acordo com McLaughlin (1991), este
ensaio é considerado uma ferramenta Util para a avaliacdo preliminar de toxicidade e tem
mostrado boa correlagdo com atividade citotdxica frente a tumores sélidos humanos.

Foi considerada como toxica, a fracdo diclorometano do extrato das folhas de A.
colubrina que obteve uma Concentragdo Letal - CLso de 23,7 pg/mL, para o modelo
experimental com Artemia salina (SILVA et al., 2014).

Tokarnia et al. (1999) estudou a intoxicag&o cianidrica em bovinos e testou as folhas de
A. colubrina e constatou que sdo mais toxicas quando em brotos do que maduras. Sua toxicidade
é perdida lentamente quando dessecadas. Os resultados positivos do teste do papel picro-sodico
realizados foram mais lentos para brotos de A. colubrina e mais retardadas nas folhas maduras
sugerindo que o teste tem valor apenas relativo na avaliacdo de glicosideos cianogénicos em
material vegetal.

Experimentos realizados com amostras de A. colubrina, coletadas no municipio de
Patos, causaram intoxicacao por &cido cianidrico (HCN) na dose de 10mg por kg de peso do
animal (MEDEIROS et al., 2000). Amorim et al. (2004) reproduziram a intoxicacao cianidrica
em amostras de A. colubrina com doses de 5 a 10 g/kg em bovinos na Paraiba. Os sinais clinicos
da intoxicacdo por HCN, se iniciam com incapacidade de degluticdo associada a dispnéia,
seguidos de uma insuficiéncia respiratéria aguda em consequéncia da andxia, com sinais

nervosos (incoordenagdo, tremores musculares, nistdgmo, opistotono). Esses sinais devem-se a
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interagdo do HCN no processo enzimatico final (citocromooxidase) da respiracdo aerdbia
mitocondrial, envolvendo os mecanismos de transporte de elétrons (SMITH, 1994).

A sintese observada de glicosideos cianogénicos pode estar relacionada ao fato de que
esta planta abriga simbiontes bacterianos e fungicos. Esses organismos fixam o nitrogénio
atmosférico, que pode ser utilizado posteriormente para fins defensivos (MENDONGCA, 1996;
GROSS et al., 2002; PATREZE, CORDEIRO, 2004). Uma vez que a toxicidade nesta planta
estd mais relacionada com a presenca de glicosideos cianogénicos baseados em nitrogénio
(TOKARNIA et al., 1999).

3.2.18. Aspectos Farmacoldgicos

Em ensaios microbioldgicos realizados por Aradjo e colaboradores (2015), foi possivel
observar que tanto o extrato hidroalcodlico quanto o aquoso foram capazes de inibir o
crescimento in vitro da bactéria Staphylococcus aureus, sendo que ambos extratos apresentaram
como CIM 25 mg/mL.

Da A. colubrina é retirado um exsudado gomoso, conhecido como “goma arabica”,
empregado na industria (P10 CORREA, 1978). Este exsudado gomoso produzido pela A.
colubrina (Vell) Brenan é formado por um complexo heteropolissacarideo, acido constituido
principalmente por moléculas de arabinose e galactose, denominado de ARAGAL por Delgobo
et al. (1998). Na dose de 100 mg/Kg, o ARAGAL mostrou acdo antitumoral contra S-180 em
ascites ou tumores sdlidos com inibig&o tumoral de 63 e 38%, respectivamente (MORETAO et
al., 2004)

O estudo realizado por Weber (2010) observou que de trés fragdes produzidas com a
casca do caule de A. colubrina (hidroalcodlico, ciclohexanica e acetato de etila), a fracdo
hidroalcodlico foi a que apresentou maior atividade antimicrobiana, sendo que das bactérias
estudadas, as linhagens de Staphylococcus aureus multi droga resistente foram as mais

sensiveis as fracdes do caule de A. colubrina.

A fracdo ciclo-hexanica da casca do caule de A. colubrina demonstra pelo ICso -
(Concentragdo que inibi 50% do crescimento celular em relagdo ao controle) que inibi o
crescimento de células tumorais da linhagem Huma Epidermoide Cancer Cells - HEp -2
(IC50=8,45ug/ml), quando comparada a droga controle (Etoposidio-Epdsido) (ICs0=4,8u g/ml)

mesmo existindo diferencas entre elas, por se tratar de uma fragdo onde o principio ativo esta
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diluido e uma substancia pura, a proximidade dos valores e ICsg sdo animadores (WEBER,
2010).

Um produto fitoterdpico composto de A. colubrina tem uso tradicional na regido
Nordeste do Brasil é o Elixir Sanativo® (SAN). Um extrato fluido que € indicado no tratamento
de feridas, queimaduras, inflamacges de garganta, de tecidos epiteliais lesionados e com
propriedades adstringentes. Sua férmula é constituida por 20% de A. colubrina (angico) e
associacoes (LIMA et al., 2006).

Desmarchelier e colaboradores (1999) relataram que o extrato das cascas do caule de A.
colubrina suprimiu a geracdo de radicais peroxila e a degradacdo do DNA mediado pelo radical
hidroxila, como também inibiu a peroxidacdo lipidica em ratos. Desta forma, os resultados
obtidos sugeriram que tal atividade antioxidante pode desempenhar um papel importante na
atividade anti-inflamatdria descrita para esta planta.

3.2.19. Legislacdo no Brasil sobre Medicamentos Fitoterapicos

No Brasil, € usada uma legislacdo considerada mundialmente avancada ao regular o
registro de fitoterapicos e as boas praticas em geral (cultivo, manipulacdo, fabricacéo,
comercializacao etc.) a partir de plantas cujo tripé de eficacia — seguranca — qualidade pode ser
delimitado, entre outros aspectos da cadeia produtiva (BRASIL, 2004).

A fitoterapia cientifica ocidental é o estudo integrado do emprego clinico de plantas
medicinais e fitoterapicos para finalidades terapéuticas, diagndsticas ou profilaticas, com base
em dados e evidéncias cientificas, mesmo que se partindo inicialmente de conhecimentos
populares e tradicionais (BRASIL, 2006b; SCHULZ, HANSEL; TYLER, 2002).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) tem elaborado normas para a
regulamentacédo destes medicamentos, desde a Portaria n° 6, de janeiro de 1995, passando pelas
Resolucdes da Diretoria Colegiada (RDC) n° 17, de 2000; n° 48, de 16 de mar¢o de 2004, n°10,
de 9 de marco de 2010, e n° 14, de 31 de margo de 2010, as quais tinham por objetivo a
normatizacdo do registro de medicamentos fitoterapicos (BRASIL, 1995; BRASIL, 2000;
BRASIL, 2004b; BRASIL, 2010a).

Em 2006, o pais aprovou a Portaria 971, que aprova a Politica Nacional de Préticas
Integrativas e Complementares (PNPIC) e o Decreto n.° 5.813, que aprova a Politica Nacional
de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF) (BRASIL, 2006a).
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A PNPIC contempla diretrizes para plantas medicinais e fitoterapia no SUS, cuja
proposta foi construida seguindo o modelo da fitoterapia ocidental, entendida como
“terap€utica caracterizada pela utilizacdo racional de plantas medicinais em suas diferentes
formas farmacéuticas, sem a utilizacdo de substancias ativas isoladas, ainda que de origem
vegetal”. Nesse sentido, visa ampliar as opgdes terapéuticas aos usuarios do SUS com garantia
de acesso aos produtos e servicos relacionados a fitoterapia, com seguranca, eficicia e
qualidade (BRASIL, 2006a).

A PNPMF estabelece diretrizes e linhas prioritarias, a garantia do acesso seguro e uso
racional de plantas medicinais e fitoterdpicos no pais, a ampliacdo das opges terapéuticas, ao
desenvolvimento de tecnologias e inovacdes, assim como ao fortalecimento das cadeias e dos
arranjos produtivos, ao uso sustentavel da biodiversidade e ao desenvolvimento do Complexo
Produtivo da Salde (BRASIL, 2006a).

Dentre 0s requisitos e parametros exigidos, esta a necessidade do controle de qualidade,
com métodos analiticos que incluam resultados de prospecc¢éo (screening) fitoquimica ou perfis
cromatograficos, além de comprovacdo de seguranca de uso, incluindo estudos de toxicidade
ndo clinica (BRASIL, 2010a).

A ANVISA fornece as referéncias bibliogréficas para avaliagdo de seguranca e eficacia
de fitoterapicos na Resolucdo (RE) n° 90 de 2004 e a RDC n° 26 de maio de 2014, dispde sobre
0 Guia para a realizacdo de estudos de toxicidade ndo clinica de fitoterapicos que tem por
objetivo indicar métodos padronizados para os estudos de toxicologia ndo clinica para registro
e renovacdo de registro de fitoterapicos destacando que os estudos de toxicidade devem ser
conduzidos com amostras padronizadas do medicamento fitoterapico ou do derivado vegetal a
partir do qual é produzido (BRASIL, 2004a; BRASIL, 2014).

A comunidade cientifica tem interesse em aplicar os principios para utilizar animais na
experimentacdo em toxicidade, descrito por Russel e Burch, (1959), que lancaram a ideia
dos 3Rs: Reduction, Replacement e Refinement (Reducdo, Substituicdo e Refinamento);
Reducdo: usar sempre 0 menor numero de animais possivel, Substituicdo: utilizar modelos
alternativos em vez de modelos animais, Refinamento: o aperfeicoamento de toda estrutura

experimental, técnicas empregadas e processos envolvidos (RUSSEL; BURCH, 1959).

Sendo o art. 22 do Decreto n® 8.077/2013, as plantas medicinais sob a forma de droga
vegetal, doravante denominadas chas medicinais, serdo dispensadas de registro, devendo ser
notificadas de acordo com o descrito na Resolugéo n° 26 de 13/2014 (ANVISA) na categoria

de produto tradicional fitoterapico, e caracterizando ainda a droga vegetal por ser uma planta
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medicinal, ou suas partes, que contenham as substancias responsaveis pela acao terapéutica,
apos processos de coleta/colheita, estabilizacdo, quando aplicavel, e secagem, podendo estar na
forma integra, rasurada, triturada ou pulverizada (BRASIL, 2013; BRASIL, 2014).

A qualidade de um produto terapéutico vegetal € determinada pela sua caracterizacdo e
se estabelece desde a obtencdo da planta medicinal, devidamente cultivada, colhida e seca, até
0 processamento, por meio de técnicas de extracdo, concentracdo e a secagem, além da
caracterizacdo fisico-quimica do insumo farmacéutico vegetal obtido, como tintura, extrato
fluido e seco, ou 6leo essencial (FARIAS, 2007; CARVALHO et al., 2007).

No controle de qualidade dos fitoterapicos, derivados da droga vegetal, excipientes e 0
produto final tecnologicamente acabado, deve-se utilizar metodologia descrita na farmacopeia
ou formularios oficiais reconhecidos pela ANVISA descritos na RE n° 899 de 2003 da ANVISA
(BRASIL, 2003; NETTO et al., 2013).

Além disso, pesquisas com o intuito de padronizar, determinar a eficicia e a seguranca
destas drogas estardo contribuindo para o aumento da lista de drogas vegetais reconhecidas pela
ANVISA para uso popular (BRASIL, 2010a).

3.2.20. Parametros Tecnoldgicos de Obtencéo de Drogas Vegetais

3.2.21. Processo de secagem para a obtencéo de extratos secos nebulizados

As monografias da Farmacopeia descrevem, que 0s extratos secos sdo preparagdes
solidas, pulverulentas ou granuladas obtidas por evaporacdo de extratos de plantas medicinais
adicionadas ou ndo de adjuvantes, apresentando o teor de substancias ativas indicado nas
respectivas monografias (BRASIL, 2010b). Eles podem ser preparados a partir de solugdes
extrativas vegetais submetidas aos processos de secagem como a liofilizacdo, a evaporacao
rotativa e secagem por spray-dryer (RUNHA et al, 2001; SILVA et al, 2012).

Os extratos secos detém vantagens sobre os liquidos, estando relacionadas a maior
estabilidade quimica, fisico-quimica e microbiol6gica, maior concentracdo de compostos
ativos, facilidade de padronizacéo, distribuicdo granulométrica dos constituintes da preparacao
e por isso na industria de fitoterapicos tem sido aplicado na preparacdo de comprimidos,
capsulas, granulados, pomadas e outras formas farmacéuticas, como produto intermediario
(CORDEIRO, 2000).

No Brasil estdo registrados 512 medicamentos fitoterapicos, dos quais mais de 70%
apresentam-se como formas farmacéuticas sélidas cujas matérias primas sdo extratos secos
(CARVALHO et al., 2008).
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Os pds obtidos por spray-dryer apresentam caracteristicas relacionadas a granulometria
do produto, umidade final, homogeneidade, densidade, forma e fluidez que garantem padrdes
elevados de qualidade do produto final e exigidos na industria (REMILI et al., 1994).

E um processo de secagem rapido que produz particulas com tamanho definido, com
custos de producdo relativamente baixos, versatilidade da técnica, capacidade de gerar um
produto com especificacdes definidas e de qualidade (ISONO et al., 1995; SILVA JUNIOR,
2006; GEORGETTI et al., 2008).

3.2.22. Granulometria

A anélise granulométrica consiste na determinacdo das dimensdes das particulas que
constituem os infusos (AULTON, 2005). O conhecimento do tamanho de particula € um pré-
requisito fundamental para muitas operacbes de producdo e processamento, para
homogeneizac&o das particulas, levando a um processo de extragdo mais eficiente (BRADAO,
2007).

O tamanho das particulas influenciam, na velocidade de dissolucéo e biodisponibilidade
das formulag6es farmacéuticas (AULTON, 2005). O grau de divisdo ou a granulometria de pds
é expresso pela referéncia a abertura nominal da malha do tamis utilizado.

A granulometria que foi utilizada, condis com intervalos descritos na Farmacopeia
Brasileira (2010), a classificacdo dos tamanhos de particulas foram: p6 moderadamente grosso
710 — 355 pum, p6 semifino 355 - 180 um e po finissimo 150 - 75 um (BRASIL, 2010b).

Ao utilizar a infusao “chas medicinais”, para realizar 0s ensaios toxicoldgicos dos pos de
diferentes tamanhos de particulas, das drogas vegetais estudas, priorizamos estudar uma das
formas mais utilizadas pela medicina popular, para garantir a seguranca e o uso sustentavel de
plantas medicinais (BRASIL, 2010a; BRASIL, 2014).

A RDC n° 26, de 13 de maio de 2014, determina como infusdo a preparacdo, destinada a
ser feita pelo consumidor, que consiste em verter agua potavel fervente sobre a droga vegetal
e, em seguida, tampar ou abafar o recipiente por um periodo de tempo determinado (BRASIL,
2014).

3.2.23. Flavonoide quercetina

Estudos relatam que os flavondides e taninos séo capazes de inibir as isoformas das
enzimas ciclo-oxigenase (COX-2), a 6xido nitrico sintase (iNOS), e outros mediadores do
processo inflamatério (SOOBRATTEE et al, 2005).
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A andlise qualitativa e quantitativa de flavondides comuns em extratos polares de
plantas como, por exemplo, rutina, isoquercitrina, quercetina, catequinas e canferol podem ser
realizadas através da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), utilizando-se de padrbes
destas substancias (RODRIGUES, 2012).

A quercetina, 3,3°,4’,5,7-pentahidroxi-flavona, (Fig. 5) € um dos flavonoides
identificados em M. urundeuva (JANDU et al, 2013; MACHADO, 2013). A quercetina é um
flavonoide dietético importante, encontrado em uma série de alimentos a base de plantas,
incluindo cebolas, macds, alcaparras, brocolis, salsa e uvas vermelhas (GUO, 2013;
NISHIMURO, 2015). A quercetina tem efeitos benéficos na sade humana por suas amplas
propriedades farmacoldgicas, como anti-inflamatoria e antioxidante (MUTHUKALA et al.,
2015; KOBORI, 2016; HALEAGRAHARA, 2017; NILE, 2017).

Um estudo mostrou que a quercetina atua normalizando os niveis de glicose plasmatica,
aumentando o contetido de glicogénio hepatico e induzindo as enzimas glicocinase e hexocinase
prevencdo do desenvolvimento da fibrose hepética (LEE et al., 2003). Ensaios in vivo € in vitro
da substancia isolada ou contida em extratos vegetais tem comprovado acdo antimicrobiana
(GATTO et al., 2002; NITIEMA et al., 2012), antistaminica (KAHRAMAN et al, 2003) e
antiangiogénico (TAN et al, 2003).

Rodrigues et al., (2012) apresentaram um estudo que indica uma acao citoprotetora e
antioxidante, que confere um efeito gastroprotetor contra injdria gastrica induzida por etanol e
indometacina em camundongos.

A quercetina pode inibir o processo de formacdo de radicais livres em trés etapas
diferentes, na iniciacdo (pela interacdo com ions superéxido), na formacao de radicais hidroxil
(por quelar ions de ferro) e na peroxidacdo lipidica (por reagir com radicais peroxi de lipideos)
(AFANAS'EV, 1989; BEHLING et al., 2004).

A quercetina por regular o ciclo celular, interagir com os locais de ligacéo do estrogénio
tipo I1, diminuir a resisténcia as drogas e induzir a apoptose de células tumorais pode tornar-se
um potente composto antitumoral. Adicionalmente, a quercetina inibe a atividade da tirosina
quinase (YOSHIDA et al., 1990; XIAO, 1997).

Kahraman et al. (2013) em estudos da funcéo renal, observaram que a administracéo de
quercetina (50 mg/kg) 60 min antes da inducdo da isquemia/reperfusdo renal, em ratos,
provocou a diminui¢do no nivel das substancias reativas ao acido tiobarbitdrico, no fator de
necrose tumoral, na atividade da mieloperoxidase e no contetudo de proteina carbonil. Em um

estudo experimental com ratos, a administracdo de quercetina resultou na preservacao da
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integridade histoldgica renal com diminuigdo do dano tubular e da inflamagao intersticial
(SHOSKES, 1998). Confirmando ser uma substancias com potencial atividade nefroprotetora
(KAHRAMAN, 2013).

Figura 5 - Estrutura quimica da quercetina.

Fonte: Costa, 2005

3.2.24. Flavonoide canferol

Os flavonoides atuam como antioxidantes primarios reagindo com os radicais livres, e
também como quelantes de metais. Flavonas e flavonois sdo as duas principais classes de
flavondides encontradas universalmente na natureza. Os mais comuns flavondis antioxidantes
sdo canferol, quercetina e miricetina (HARBORNE; WILLIAMS, 2000).

Canferol (3,5,7-tri-hidroxi-2-(4-hidroxifenil)-4h-1-benzopiran-4-ona), (fig. 6) € um
flavonoide encontrado na P. pyramidalis (MENDES et al., 2000) e um componente comum de
uma dieta humana (TSAO, 2010; CALDERON-MONTANO, 2011). O canferol contém a
estrutura do difenilpropano, que é responsavel pela sua propriedade hidrofobica. Em plantas,
acucares diferentes, tais como rutinose, ramnose, glicose e galactose séo ligados a canferol para
produzir forma glicosidica de canferol como astragalina (canferol-3-Oglucosideo)
(CALDERON-MONTANO, 2011).

O canferol é encontrado em muitas plantas medicinais e ervas usadas na medicina
tradicional, como P. pyramidalis, Ginkgo biloba, Moringa oleifera, Sophora japonica, Tilia
spp, Equisetum spp, Nelumbo nucifera e em plantas propolis, brocolis e repolho (CALDERON-
MONTANO, 2011; WHEATER; BYARS, 2017).

Em um experimento in vitro de inflamagao oral, o canferol numa concentragao de Spm
suprimiu significativamente a secre¢édo de IL-8 induzida pelo TNFa, que sugere ser importante
para o tratamento de doengas inflamatdrias induzidas por TNF-o. (WHEATER; BYARS, 2017).
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Os efeitos bioldgicos relatados do canferol sdo muitos e variados. O canferol funciona
como um antioxidante e protege contra o estresse oxidativo e apoptose (SUCHALA et al.,
2016). Inibiu a proliferacdo de células de cancer cervical humano (TU, 2016) e reduziu
significativamente a citotoxicidade induzida por H2O2 em células pulmonares e hepaticas
(KUMAR et al., 2016). Reduziu o crescimento de células de leucemia pré-mielécita através da
alteracéo do ciclo celular (AGANATHAN; MANDAL, 2009). Chen e colaboradores (2012)
relataram que evidéncias disponiveis demonstraram que o canferol pode suprimir a metastase
de células de cancer do ovario in vitro.

Foi demonstrado que o canferol interage na glandula mamaria, com a via do receptor de
estrogénio e altera a sinalizagdo para ajudar a reduzir o crescimento e o desenvolvimento do
cancer de mama primario e secundario (WANG, 1994; AIYER, 2012).

Figura 6 - Estrutura quimica do canferol.

Fonte: Sigma Aldrich Chemical
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material Botanico

Para o desenvolvimento deste estudo foram coletadas as plantas: M. urundeuva Allemao
(aroeira), P. pyramidalis Tul. (catingueira) e a A. colubrina var. cebil (angico), na Fazenda
Cacimbas, Municipio de Caraubas no estado da Paraiba — Brasil, em maio de 2013. As exsicatas
destas espécies foi registrada no Herbario Lauro Pires Xavier, sob 0 NC240 (M. urundeuva),
NC36 (P. pyramidalis) e NC262 (A. colubrina) e as identificacdo botanica foi realizada pela
Professora Alecksandra Vieira de Lacerda da Universidade Federal de Campina Grande. O
material vegetal foi limpo, seco em estufa de ar circulante (Tecnal®, Modelo TE — 394 - 4), sob
temperatura de 50 + 2°C por 96 horas, triturado em moinho mecénico e armazenado em saco
plastico hermeticamente fechado até sua utilizacdo. O projeto de pesquisa recebeu Autorizacdo
do Ministério do Meio Ambiente do Brasil (ICMBIio\SISBio\MMA-Brasil) para atividades com
finalidade cientifica, os nimeros dos registros sdo: n° 53346-1 para M. urundeuva e P.

pyramidalis e n°® 41277-2 da A. colubrina.

4.2. Tamanho de particulas do material vegetal

As folhas desidratadas das drogas vegetais de cada uma das plantas estudadas foram
moidas em moinho de rotor vertical usando um sistema de tamises auto vibratorios. O material
retido nos tamises foi removido com auxilio de pincel para um papel impermeével.
Classificados os tamanhos de particulas e em seguida foram selecionados para analise dos
tamanhos de particulas, de p6 moderadamente grosso 710 — 355 pum, p6 semifino 355 — 180 um

e pé finissimo 150 — 75 pum, classificados segundo a descrito na Farmacopeia Brasileira (2010).

4.3. Solventes e padrdes analiticos

A agua foi purificada utilizando o sistema Sistema Milli-Q (Millipore, Massachusetts,
USA). Todas as solugdes foram filtradas em membrana de 0.45mm (Millipore, Massachusetts,
USA). A quercetina dihidratada de CAS — 117-39-5 (97% de pureza), utilizada como substancia
quimica de referéncia (SQR), foi adquirida da Sigma Aldrich®. O canferol hidratado de CAS
—520-18-3 (97% de pureza), adquirida da Sigma Aldrich®, utilizada como SQR.



4.4. Preparacdo das amostras para analise dos marcadores quimicos

Os extratos de M. urundeuva, P. pyramidalis e A. colubrina foram analisados por adi¢do
de 2 mL de hexano a 1 mL de extrato de extrato hidroalcodlico (m/v — 20/100). A mistura foi
homogeneizada por 2 minutos e depois centrifugada, durante 10 minutos. Apds isso, a fase
hexanica foi descartada, ¢ 3 mL de diclorometano foram adicionados a 500 pL do extrato
resultante, que foi homogeneizada durante 2 minutos e centrifugado durante 10 minutos. Este
processo foi repetido por 2 vezes, resultando em 9 mL de fase de diclorometano. Os 4 mL desta
fase foram evaporados, em banho-maria a 50 °C, e reconstituida em 2 mL de metanol, filtrado
em filtro PTFE de 0,45um ¢ injetou-se a solugdo no sistema cromatogréfico por CLAE.

4.5. Solucéo padrdo dos marcadores quimicos

Estudos fitoquimicos apontaram a presenca majoritaria de compostos fendlicos na
composicéo fitoquimica de M. urundeuva e da A. colubrina dentre elas o flavonoide quercetina
e para a P. pyramidalis o flavondide canferol (MENDES et al., 2000; JANDU et al, 2013;
MACHADO, 2013). O solvente utilizado na preparacdo das solu¢des padrdo estoques e de
leitura foi o metanol 70 e 50%, respectivamente. As concentracfes das solucfes de quercetina
e canferol foram preparadas a partir das solugdes-mae de 200 pg.mL™ e 100 pg.mL™,

4.6. Obtencéo do extrato seco nebulizado - ESN

Os extratos hidroalcodlicos de M. urundeuva, P. pyramidalis e A. colubrina, obtidos nas
condicBes do sistema de solvente etanol:agua 50%:50% (v/v), foram submetidos ao processo

de secagem em spray drier de escala laboratorial Modelo LAB PLANT SD-05.

O bico atomizador duplo fluido pneumético com orificio de abertura de 1.2 mm operou
com taxa de vazao de ar de 40 L.min* e presséo de 2.0 bar. O Diéxido de silicio coloidal (CSD)
com tamanho médio das particulas primarias de 12 um foi adquirido da Henrifarma (Lot

3157052414, Brasil) foi utilizado como adjuvante de secagem.

O dioxido de silicio coloidal (DSC) foi selecionado para o estudo por ser um adjuvante
com elevada area superficial e estabilidade térmica, além de ser um excipiente seguro quando

utilizado em produtos farmacéuticos por via oral ou tdpica, sendo muito utilizado com



adjuvante tecnoldgico em estudos para secagem de extratos vegetais por spray-dryer (ROWE,
SHESKEY, OWEN, 2006).

Para a obtencdo dos extratos secos nebulizados (ESN) por emprego da tecnologia de
spray-drier foram utilizadas as condi¢Ges de secagem conforme descritas na Tabela 1. Os
parametros empregados foram: proporcdo do DSC, temperatura de entrada e fluxo de

alimentacao.

Os produtos tecnoldgicos foram armazenados em temperatura ambiente entre 20 e 30

°C protegidas da luz e da umidade em frascos hermeticamente fechados.

Tabela 1- Condicgdes de secagem utilizadas para obtencao do extrato ESN por spray-dryer.

A Extratos Secos Nebulizados
Parametros de secagem

M. urundeuva P. pyramidalis A. colubrina
Proporc¢do do DSC 10 % 10 % 10 %
Temperatura de entrada 180 °C 160 °C 160°C
Fluxo de alimentagdo 4 mL.mint 4 mL.mint 8 mL.min!

Fonte: Dados da pesquisa

4.7. Quantificacdo de quercetina e canferol nos extratos por CLAE

A quantificagdo da quercetina na M. urundeuva, foi realizada utilizando metodologia
proposta por Leite et al., (2017). Nos ensaios cromatograficos dos extratos de M. urundeuva,
A. colubrina e da P. pyramidalis foi utilizado o sistema cromatografico Prominence series
(Shimadzu, Toéquio, Japdo), mostrador automatico SIL-20?, sistema de desgaseificacdo DGU-
20A5, empregando uma coluna C18 (Phenomenex) de dimensdes 4,6 mm X 25 cm X 5 um, o
sistema de fase mével em modo isocratico, foi composto por metanol/acido fosférico a 1%
(47:53, v / v). O fluxo da fase mével foi de 1,2 mL.min%, o detector de ultravioleta - UV com
o comprimento de onda em 370 nm, volume de inje¢do de 20 uL, a temperatura do forno da
coluna de 40°C e o tempo de analise de 30 minutos, detector de arranjo de diodos SPD-M20A

e software Lab Solutions® foram utilizados para aquisicéo e analise dos dados.



A quantificacdo dos marcadores quimicos foi realizada comparando o tempo de retencao
e 0s espectros UV dos picos dos biomarcadores com os obtidos com a analise dos padrdes.

O marcador quercetina foi monitorado nos extratos hidroetanolicos e nos ESN de M.
urundeuva e da A. colubrina e o biomarcador canferol monitorado no extrato hidroetanoélico e
ESN de P. pyramidalis. A andlise de quercetina e canferol em extratos foram realizada usando
um sistema CLAE-DAD.

4.8. Animais Experimentais

Os camundongos Swiss (Mus musculus) saudaveis, adultos, macho e fémeas (nuliparas
ou ndo gravidas) pesando entre 25 e 30 gramas, e 0s coelhos Nova Zelandia, adulto, saudavel,
macho e fémea (nuliparas ou ndo gravidas), pesando 1,3 a 1,5 kg, foram utilizados para os
experimentos de toxicidade aguda em dose Unica (camundongos) e de doses repetidas
(camundongos e coelhos). Eles foram fornecidos pelo biotério Prof. Thomas George do
Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos — IPeFarM da Universidade Federal da
Paraiba — (UFPB - Brasil) e alojados em caixas de polietileno (camundongos) e gaiolas de
metalicas (coelhos) em condi¢des controladas de laboratério (12 h ciclo claro / escuro,
temperatura: 22 + 2 °C) e com um periodo de aclimatagdo de 7 dias antes do experimento.
Todos os animais receberam racdo (pellets) e agua ad libitum. O bioensaio foi conduzido de
acordo com as diretrizes internacionalmente aceitaveis para avaliar a seguranca e eficacia dos
medicamentos a base de plantas (WHO, 2000; OECD, 2001b; BRASIL, 2004; OECD, 2008;
BRASIL, 2014). Todos os experimentos foram realizados de acordo com o protocolo aprovado

pelo Comité de Experimentacdo Animal da Universidade Federal da Paraiba (nimero 0207/10).

4.9. Estudo da toxicidade oral dos diferentes tamanhos de particulas das drogas vegetais

Foram utilizados, grupos tratados/controle de 6 camundongos cada (machos), segundo
o teste descrito pelo Guideline 407 da OECD (2008). O grupo controle recebeu dgua e 0s grupos
de testados receberam o infuso dos p6s das drogas vegetais dos diferentes tamanhos de particula
da M. urundeuva, P. pyramidalis e da A. colubrina por via oral (gavagem) em temperatura
ambiente (Tabela 2). A quantidade do infuso de cada planta foi de 2000 mg/kg/animal. Os
animais experimentais foram privados de alimentos 2 h antes da administragdo. Eles foram

monitorados ap6s a administracdo 0, 15, 30 e 60 minutos e a cada 4 horas até 12 horas, e



diariamente durante 14 dias, para detectar quaisquer sinais de toxicidade e mudangas no
comportamento, respiragdo, piloerecdo, diarréia, salivacdo excessiva, hiperexcitabilidade,
reducdo na locomocao, a agressividade, a reacdo a estimulos, perda de peso, reflexo auricular,
ataxia e mortalidade. Nesse periodo, os animais receberam racdo e agua ad libitum, foram
mensurados durante o experimento o0 peso corporal (semanalmente), o consumo de ragéo e a
ingestdo de &gua (alternados).

Tabela 2- Os tamanhos de particulas utilizados para avaliagdo da toxicidade dos p6s das drogas

vegetais das plantas M. urundeuva, P. pyramidalis e da A. colubrina.

Tamanhos de Droga Vegetal (um)
Particulas M. urundeuva P. pyramidalis A. colubrina
01: pb grosso 710-355 710-355 710-355
02: p6 semifino 355-180 355-180 355-180
03: po finissimo 150-75 150-75 150-75

Fonte: Dados da pesquisa

4.10. Estudo da toxicidade oral de dose Unica do extrato seco nebulizado (ESN) das drogas

vegetais

Para o0 estudo dos efeitos toxicos ou alteracfes possiveis no comportamento normal dos
camundongos, foram utilizados, grupos tratados/grupo controle de 12 camundongos cada (6
machos e 6 fémeas), segundo o teste descrito pelo Guideline 420 da OECD (2001b). O grupo
controle recebeu solucdo salina (NaCl 0,9%) e os grupos testados receberam o destilado dos
ESN das plantas M. urundeuva, a P. pyramidalis e A. colubrina, dissolvido em agua filtrada
por via oral (Tabela 3).

Os animais experimentais foram privados de alimentos durante 2 h antes da
administracdo. Eles foram monitorados continuamente apds a administracdo 0, 15, 30 e 60
minutos e a cada 4 horas até 12 horas, e diariamente durante 14 dias, para detectar quaisquer
sinais de toxicidade e mudangas no comportamento, respiracdo, piloerecdo, diarréia, salivacao
excessiva, hiperexcitabilidade, reducdo na locomocao, a agressividade, a reacdo a estimulos,

perda de peso, ataxia e mortalidade. Durante este periodo, 0s animais receberam ragéo e agua



ad libitum, e mensurado durante o experimento o peso corporal (semanalmente), o consumo de

racao e agua (alternados).

Tabela 3- Quantidade equivalente dos marcadores quercetina e canferol nas dose 500 mg, 1000

mg e 2000 mg do ESN de M. urundeuva, P. pyramidalis e da A. colubrina.

ESN M. urundeuva P. pyramidalis A. colubrina
) Marcador Marcador Marcador
Quantidade (mg)
Quercetina (ug) Canferol (ng) Quercetina (ug)
500 35,6 182,5 212,8
1000 58,4 365,0 425,7
2000 142,5 730,0 851,4

Fonte: Dados da pesquisa

4.11. Estudo da toxicidade oral de doses repetidas do ESN das drogas vegetais

Foram utilizados grupos de camundongos tratados/controle com 10 machos e 10 fémeas
e 0s grupos com coelhos tratados/controle com 3 machos e 3 fémeas. Um grupo teste para cada
ESN e um grupo controle para os trés ESN tratados. O grupo controle recebeu solucéo salina
(NaCl 0,9%) e grupos de testados receberam o ESN dissolvido em é&gua filtrada por via oral
durante 30 dias consecutivos. A quantidade de ESN administrado foi ajustada para uma dose
de 2000 mg/kg/dia do ESN de cada droga vegetal das plantas, M. urundeuva, a P. pyramidalis
e A. colubrina. Durante o tratamento, o consumo de racdo e a ingestdo de dgua dos animais
foram registados em dias alternados. Os animais foram observados duas vezes ao dia quanto a
sinais de toxicidade, tais como a piloerecgéo, diarreia, e as altera¢des na atividade locomotora,
reacao a estimulos, ataxia, perda de reflexo e a mortalidade ao longo do periodo experimental.
No final do tratamento de 30 dias, foi realizada a coleta de sangue, inicialmente, 0s
camundongos foram anestesiado com a combinagdo dos farmacos cloridrato de quetamina 5%
e cloridrato de xilazina 2%, em partes iguais, no volume final de 0,2 mL, via intraperitoneal,
quadrante lateral inferior direito, utilizando-se agulha 25 x 5 mm. Apoés a anestesia geral, cuja
profundidade foi avaliada pela auséncia do reflexo podal, foi realizada a puncédo cardiaca de
acordo com Hoff (2000). Os coelhos foram anestesiados, com tiopental (35 mg/kg, i.p.) e

amostras de sangue foram obtidas da veia auricular e armazenada em dois tubos: um tubo que



contém o anticoagulante acido etilenodiaminotetracético (EDTA) e um tubo sem anticoagulante
para os parametros hematoldgicos e bioquimicos, respectivamente. Este trabalho foi realizado
seguindo o bem-estar dos animais e de acordo com as diretrizes internacionalmente aceitaveis
para avaliar a seguranca e eficacia dos medicamentos a base de plantas (WHO, 2000; BRASIL,
2004; OECD, 2008; BRASIL, 2014).

4.12. Analises hematoldgicas e bioquimicas

Anélises hematologicas foram realizadas imediatamente ap6s a colheita utilizando um
analisador de hematologia BC-3000 automatico plus, Mindray®. Eritrocitos, hemoglobina
(Hb), hematdcrito (Hct), volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média
(HCM), concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), contagem de plaquetas.
Para a analise bioquimica, o sangue foi centrifugado a 3000 rpm durante 5 minutos para se obter
soro, e foram determinados os seguintes parametros: glicose, ureia, creatinina, aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), colesterol total, triglicéridos,
proteinas totais e fosfatase alcalina. As dosagens foram realizadas utilizando um analisador
bioquimico automatico BS 300 Mindray®.

4.13. Estudo Morfolégico

Apos a colheita de sangue os animais foram eutanizados com um excesso de tiopental
(140 mg kg-1, i.p.) e foram necropsiados para avaliagdo macroscopica, quanto a coloragéo,
textura, presenca ou auséncia de anormalidades nos padrdes macroscopicos referentes a cada
orgdo. Os orgdos coracdo, pulmdes, figado, rins, baco e estdmago, foram cuidadosamente
removidas e pesados individualmente, sendo os pesos dos 6rgaos expressos em termos relativos

(g /100 g de peso corporal).

4.14. Estudo Histopatoldgico

As amostras post-mortem dos 6rgédos coletados, fixados em formalina tamponada 10%
durante 30 dias, em seguida embebidos em parafina, cortados no micrétomo rotativo (Leica
RW 2125 RT) em 5 um de espessura e corados com hematoxilina e eosina (HE) para o exame

histopatolégico, realizado no Laboratério de Patologia Animal, Hospital Veterinario - HV, no



Centro de Saude e Tecnologia Rural — CSTR, da Universidade Federal de Campina Grande -
UFCG.

Examinado por microscopia de luz (Olympus 20) nas objetivas de 20x e 40x, para
pesquisa de anormalidades nos parametros histolégico dos tecidos, como a presenca de células
inflamatorias, areas de necrose, infiltrados celulares e possiveis anormalidades nos padrdes

histologico.

4.15. Analise Estatistica

Os valores foram expressos em média + erro padrdo da média — M = EPM. Para
comparacédo de resultados multiplos paramétricos foi utilizado ANOVA seguido de post teste
Dunnett’s (teste de multiplas comparagdes) com nivel significancia de p < 0,05. A comparagdo
entre dois grupos utilizado o Teste “t” de Student ndo pareado (teste de dupla comparacéo),
utilizando o Software Graph Pad Prism 6.0, sendo os resultados considerados significativos

qguando apresentaram valores de p < 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Quantificacdo de quercetina e canferol por CLAE-DAD

As andlises de CLAE-DAD foram realizadas para avaliar a composicdo do ESN ap6s o
processo de secagem por spray drier e os flavondide quercetina e canferol foram monitorizados
como marcadores quimicos, identificadas e quantificadas nos extratos ESN e hidroalcodlico de

M. urundeuva, A. colubrina e da P. pyramidalis.

Os cromatogramas de amostra da quercetina SQR, do extrato hidroalcodlico e ESN de
M. urundeuva estdo ilustrados na Fig. 7, A. columbrina na Fig. 9, e 0s cromatogramas de
amostra do canferol SQR, do extrato hidroalcodlico e ESN de P. pyramidalis, Fig. 8. A
identificacdo da quercetina foi baseada na comparacdo com o tempo de retencdo do pico da
quercetina SQR. Os tempos de retengdo dos picos da amostra da quercetina SQR, extrato
hidroalcodlico e ESN da M. urundeuva foram 10,1, 9,7 e 9,7, respectivamente. Na A. colubrina
o0s tempos de retencdo dos picos da amostra da quercetina SQR, extrato hidroalcodlico e ESN
foram 10,1, 9,9 e 10, respectivamente. Para o canferol os tempos de retencdo dos picos, da
amostra da canferol SQR, extrato hidroalcodlico e ESN da P. pyramidalis 17,4, 17,3 e 17,5,

respectivamente (Tabela 4).

A concentracdo da quercetina no extrato hidroalcodlico e no ESN de M. urundeuva
foram de 14,82 + 0,25 pg.mL™? e 264,5 + 2,0 pg/g, respectivamente, a concentracio da
quercetina no extrato hidroalcodlico e ESN de A. colubrina 99,40 + 1,99 pg.mL™ e 853,33 +
28,20 pg/g e a concentragdo do canferol no extrato hidroalcoolico e ESN de P. pyramidalis 41,6
+ 2,25 ng.mL?t e 1277,17 + 25,54 ug/g respectivamente, o perfil cromatografico manteve-se

semelhante apds o processo de secagem.

Tabela 4- Os valores da concentragdo dos marcadores quercetina e canferol, nos extratos das

plantas.
Extrato Extrato seco
Amostras hidroetanolico nebulizado
pg.mL-t ng/g
M. urundeuva - Quercetina 148+0,2 264520
P. pyramidalis - Canferol 416+22 853,3 £ 28,2
A. colubrina - Quercetina 994+19 1277,1 £ 255

Fonte: Dados da pesquisa
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Figura 7 - Cromatograma para o ESN (A), extrato hidroalcodlico (B) de M. urundeuva e da

quercetina na amostra padrao (C)
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Fonte: Dados da pesquisa

Figura 8 - Cromatograma para o0 ESN (A), hidroalcoodlico (B) de P. pyramidalis e do canferol

na amostra padréo (C)
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Figura 9 - Cromatograma para o ESN (A), extrato hidroalcodlico (B) de A. colubrina e da
quercetina na amostra padrao (C).
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5.2. Estudo de toxicidade oral utilizando infusos em dose Unica com diferentes tamanhos

de particulas

Na toxicidade aguda deve ser priorizada a via utilizada ou pretendida, para 0 uso em
humanos. Quando a via pretendida for a oral, a administracdo do produto testado em animais
deve ser por gavagem (BRASIL, 2010a). Considerando que o infuso é uma das bebidas mais
consumidas e mais antigas do mundo, sendo na literatura referido como uma das melhores

fontes de compostos fendlicos (LIMA et al., 2004).

Foi avaliada a toxicidade dos infusos dos pos das drogas vegetais das plantas M.
urundeuva, P. pyramidalis e da A. colubrina com a escolha de trés tamanhos de particulas: 01
po grosso (710-355 um), 02 p6 semifino (355-180 um) e 03 pé finissimo (150-75 pm), em dose
unica 2000 mg/kg/vivo a camundongos, e ao final dos 14 dias de avaliag&o diarias, ndo foram
observadas alteracfes clinicas e comportamentais durante o periodo de experimental. As
infusbes em &gua s&o utilizada tradicionalmente como antitérmica, anti- -inflamatoria,
expectorante, depurativa e no tratamento de infecc¢des intestinais e bronquites (MEDEIROS et
al., 2012).
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Os sinais de toxicidade sistémica séo definidos a partir da reducdo na massas corporal
dos animais experimentais, além da reducdo do desenvolvimento, através do comportamento
apatico, letargico e alteracoes na pele (MELLO et al., 1997; MELLO, 2001). N&o foi observada
alteracdes estatisticamente significativas (p<0,05) no consumo de agua e racdo (Tabela 5),
quando comparados 0s animais tratados com os infusos dos pds das drogas vegetais M.
urundeuva, P. pyramidalis e da A. colubrina em relagdo ao grupo controle.

Um dos aspectos mais faceis e logicos de serem avaliados quando o organismo €
submetido a um tratamento é o peso corporeo (BARDOCZ et al., 1996). Nessa avaliacdo ndo
foram encontrados diferenca estatisticas (p<0,05) na massa corporal dos camundongos tratados

com os infusos, em relagdo aos camundongos controle (Fig. 10, Fig.11, Fig.12).

Os infusos das drogas vegetais M. urundeuva, P. pyramidalis e da A. colubrina dos
tamanhos de particulas estudados, ndo alterou os pardmetros avaliados, denotando auséncia de
toxicidade sistémica, quando administrado o infuso em dose Unica por via oral e avaliado

durante 14 dias.
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Tabela 5 - Consumo de agua e ragdo por grupos testados/controles com seis (06) camundongos (Mus musculus) swiss machos, apos administracéo

do infuso dos pos das drogas vegetais M. urundeuva, P. pyramidalis, e da A. colubrina na dose de 2000 mg/kg/animal.

Consummo Pés da droga Grupo Controle Particula 01: Particula 02: Particula 03: Valor p*
vegetal (710-355 pm) (355-180 pm) (150-75 pm)
M. urundeuva 438 +1,7 38,7+0,5 434 +27 443+18 0,15
Raco (g) P. pyramidalis 431+25 41,4423 448+1,2 44,9+0,9 0,53
A. colubrina 437+1,6 40,6 +2,2 38,6 +0,9 39,8+0,8 0,32
M. urundeuva 52,1+28 514+14 52,5+23 60,3+2,0 0,11
Agua (ml) P. pyramidalis 54,7+43 52,8 +3,2 57,2+ 35 535+3,6 0,81
A. colubrina 50,0+21 47,1+19 450+1,7 51,4+2,0 0,10

*Comparacgéo do valores representados em M + E. P. M. entre o grupo controle e 0s grupos testados, ndo causaram alterac6es significativas (*p<

0,05). (Teste One-Way ANOVA/Dunnett).
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Figura 10 - Peso dos camundongos (Mus musculus) swiss machos dos grupos
testados/grupo controle (n: 06), apos administragdo do infuso dos pds da droga vegetal da
M. urundeuva na dose de 2000 mg/kg/animal. Comparacao dos valores representados em
M + E. P. M. entre 0 grupo controle e os grupos testados, ndo causou alteracdes
significativas (* p< 0,05). (Teste One-Way ANOVA/Dunnett).
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Figura 11 - Peso dos camundongos (Mus musculus) swiss machos dos grupos
testados/grupo controle (n: 06), apds administracdo do infuso dos pds da droga vegetal da
P. pyramidalis na dose de 2000 mg/kg/animal. Comparacdo dos valores representados
em M = E. P. M. entre o grupo controle e 0s grupos testados, ndo causou alteracdes

significativas (* p< 0,05). (Teste One-Way ANOVA/Dunnett).
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Figura 12 - Peso dos camundongos (Mus musculus) swiss machos dos grupos
testados/grupo controle (n: 06), apos administragdo do infuso dos pos da droga vegetal da
A. colubrina na dose de 2000 mg/kg/vivo. Comparacéo dos valores representados em M
+ EPM entre o grupo controle e os grupos testados, ndo causou alteracdes significativas
(* p< 0,05). (Teste One-Way ANOVA/Dunnett).
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Os dados mostraram que os infusos obtidos com diferentes tamanhos de particulas
apresentando diferentes concentracdes dos marcadores quercetina (M. urundeuva e A.
colubrina) e canferol (P. pyramidalis) (Projeto RHAE, dados ndo publicados, 2014),
evidenciaram seguranca de uso para os diferentes infusos, os quais podem ser

considerados ndo toxicos segundo classificacdo da OECD.

5.3. Estudo da toxicidade oral de dose Unica do extrato seco nebulizado (ESN) das

drogas vegetais

5.3.1. Myracrodruon urundeuva

A fim de estudar qualquer efeito toxico ou alteragcbes no comportamento normal
dos camundongos, foram utilizados, trés grupos experimentais tratados e um grupo
controle. Os grupos de tratados receberam o extrato seco nebulizado (ESN) dissolvido
em &gua filtrada por via oral (gavagem). As doses do ESN de M. urundeuva administrados
foram ajustadas para as dose de 500 mg, 1000 mg e 2000 mg/kg do animal e 0s grupos

controles receberam solucdo salina (NaCl 0,9%).
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Né&o foram observados sinais de toxicidade nao clinica nos grupos tratados com o
ESN de M. urundeuva em comparag¢do com o grupo de controle. A toxicidade sistémica
se manifesta pela reducéo do desenvolvimento ponderal, redugdo nos consumos de agua
e rago, alteracbes de comportamento, apatia e ma condigio da pelagem (GONZALEZ;
SILVA, 2006). Foi demonstrado (Fig. 13 e Fig. 14) que a administracdo oral de ESN de
M. urundeuva nas dose de 500 mg, 1000 mg e 2000 mg/kg do animal em dose Unica ndo
causou alteracOes significativas no consumo de agua e ragdo dos camundongos de

tratados quando comparados com o respectivo grupo de controle (p > 0,05).

Durante a administragdo ndo foram constatadas diferengcas na massa corporal,
quando comparamos 0s grupos de camundongos tratados, com aqueles do grupo controle.
Corroborando com os resultados encontrados anteriormente onde, todos os ratos tratados
com extratos aquoso de M. urundeuva mostraram um ganho de peso gradual e ao longo
das sete semanas e ndo foram observadas diferencas significativas entre os grupos
tratados e o grupo controle (MENEZES, 2010)

N&o foram evidenciadas (Tabela 6) estatisticamente significativas (p > 0,05) no
peso relativo dos 6rgdos, coragdo, pulmdes, figado, rins e bagco dos camundongos tratados
em relacdo ao grupo controle. No trabalho de Menezes (2010) a ingestdo dos extratos
aquoso de M. urundeuva também ndo alterou significativamente os 6rgaos dos ratos dos

grupos tratados em relacdo aos do grupo controle.

Um requisito importante em experimentos toxicoldgicos é a capacidade de avaliar
os efeitos sobre 6rgdos especificos. Essa avaliacdo é feita através de exame macroscopico
e mensuracdo do peso dos 6rgaos e exame histopatolégico. Os resultados séo a diferenca
significativas ou ndo, entre o peso dos 6rgaos dos grupos tratados e do controle (BAILEY
et al., 2004). O ESN de M. urundeuva, nas doses estudadas, ndo alterou nenhum dos
parametros avaliados, denotando auséncia de toxicidade sistémica, quando administrado

por via oral e nas doses estudadas.
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Figura 13 - Ingestdo de agua por grupos de camundongos tratados/controle macho

(M) e fémea (F) (n: 06), os grupos tratados receberam as dose 500 mg/kg, 1000 mg/kg e

2000 mg/kg por animal de M. urundeuva. A comparagéo da M = E. P. M., entre 0s grupos,

ndo causaram alteracdes significativas (*p < 0,05).
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Fonte: Dados da pesquisa, (Teste One-Way ANOVA/Dunnett).

Figura 14 - Ingestdo de racdo por grupos de camundongos tratados/controle

macho e fémea (n: 06), os grupos tratados receberam as dose 500 mg/kg, 1000 mg/kg e

2000 mg/kg por animal de M. urundeuva. A comparacgdo da M = E. P. M., entre 0s grupos,

n&o causaram alterages significativas (*p < 0,05).
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Fonte: Dados da pesquisa, (Teste One-Way ANOVA/Dunnett).
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Tabela 6 - Peso dos 6rgaos de camundongos do grupo tratado/controle macho e fémea (n: 06) e grupos tratados usando as dose 500, 1000 e 2000

mg/kg/animal dose Unica de M. urundeuva.

Macho (g) Fémea (g)
L Tratado  Tratado
Orgaos Grupo Tratado Tratado Tratado Grupo Tratado Valor
Valor p* 1000 2000
Controle 500 mg/kg 1000mg/kg 2000 mg/kg Controle 500 mg/kg
mg/kg mg/kg
Coracdo  0,14+0,0  0,14%0,0 0,14+0,0 0,14+0,0 0,40 0,14+0,0 0,14+0,0 0,14+0,0  0,14+0,0 0,97
Figado 1,49+0,0  1,47+0,0 1,46+0,0 1,47+0,0 0,62 1,49+0,0 1,48+0,0 1,49+0,0 150+0,0 0,82
Bago 0,09+0,0  0,09+0,0 0,09+0,0 0,09+0,0 0,86 0,09+0,0 0,09+0,0 0,09+0,0 0,09+0,0 0,37
Rins 0,39+0,0  0,40+0,0 0,39+0,0 0,40£0,0 0,90 0,40£0,0 0,40+0,0 0,40+0,0 0,40+0,0 0,98
Pulméo 0,20£0,0  0,20+0,0 0,20+0,0 0,19+0,0 0,82 0,20£0,0 0,20+0,0 0,19+0,0 0,19+0,0 0,97

* Comparacdo dos valores representados em M + EPM do grupo controle e dos grupos tratados com o ESN nas dose de 500, 1000 e 2000

mg/kg/animal, ndo causou alteragdes significativas (*p < 0,05). (Teste One-Way ANOVA/Dunnett).
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5.3.2. Poincianella pyramidalis

Os resultados apresentados neste estudo demonstraram que ao final dos 14 dias de
avaliacdo diaria, ndo foram observados morte, toxicidade ndo clinica ou alteragdes
comportamentais em nenhum dos animais tratados com o ESN de P. pyramidalis em
comparacdo com o grupo de controle. A administracdo oral de ESN de P. pyramidalis
nas dose de 500 mg, 1000 mg e 2000 mg/kg ndo causou alteragdes significativas no
consumo de &gua (Fig. 15) e racdo (Fig. 16) dos camundongos tratados quando
comparados com o grupo dos camundongos controle que recebeu solucéo salina (NaCl
0,9%) (p>0,05).

Na toxicidade aguda néo clinica, os sinais de toxicidade sistémica sdo definidos
considerando a redugdo na massa corporal, no desenvolvimento ponderal dos animais
experimentais (TOFOVIC; JACKSON, 1999). Ndo foram constatadas diferencas
estatisticas no ganho de peso, quando comparamos do grupo de camundongos tratados,
com aqueles do grupo controle.

A toxicidade pode ser expressa pela alteracdo da massa relativa dos érgdos, pois
em caso intoxicacdo a massa aumenta ou diminuir, e causa alteracdes morfoldgicas nesses
orgdos (MELLO, 2007). Nas doses empregadas nesse teste ndo foi demonstrada diferenca
estatisticamente significativas (p>0,05), do peso relativo dos érgdos coragdo, pulmdes,
figado, rins e baco, dos camundongos do grupo tratados e do grupo controle (Tabela 7).
Ribeiro (2013) ndo avaliou efeito toxicologico do extrato hidroalcodlico da casca P.

pyramidalis via oral e nas doses 30, 100 e 300 mg/kg em ratos.

Figura 15 - Ingestdo de agua por grupos de camundongos tratados/controle macho e
fémea (n: 06), os grupos tratados receberam as dose 500, 1000 e 2000 mg/kg/animal por
dose de P. pyramidalis. Comparacdo dos valores em M + E.P.M., ndo causou alteracdes

significativas (*p < 0,05).
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Fonte: Dados da pesquisa, (Teste One-Way ANOVA/Dunnett).
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Figura 16 - Ingestdo de racdo por grupos de camundongos tratados/controle macho e
fémea (n: 06), os grupos tratados receberam as dose 500, 1000 e 2000 mg/kg/animal por
dose Unica de P. pyramidalis. A comparacdo da M = E. P. M., entre 0s grupos, nao

causaram alteracdes significativas (*p < 0,05).
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Fonte: Dados da pesquisa, (Teste One-Way ANOVA/Dunnett).
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Tabela 7 - Peso dos 6rgdos de camundongos dos grupos tratados/controles macho e fémea (n: 06) e grupos tratados usando as dose 500, 1000 e

2000 mg/kg/animal em dose Unica de P. pyramidalis.

Macho (g) Fémea (g)
. Tratado  Tratado
Orgéaos Grupo Tratado Tratado Tratado Grupo Tratado Valor
Valor p* 1000 2000
Controle 500 mg/kg 1000mg/kg 2000 mg/kg Controle 500 mg/kg p*
mg/kg mg/kg
Coragéo 0,14+0,0  0,14#0,0  0,14%0,0 0,14+0,0 0,43 0,14+0,0  0,15%0,0 0,14+0,0  0,14+0,0 0,86
Figado 1,49+0,0 1,48+0,0  1,45%0,0 1,48+0,0 0,56 1,49+0,0  1,48+0,0 1,49+0,0 1,50+0,0 0,48
Baco 0,09+0,0  0,09+0,0  0,09+0,0 0,09+0,0 0,75 0,09+0,0  0,09+0,0 0,09+0,0  0,09+0,0 0,88
Rins 0,39+0,0  0,39+0,0  0,3940,0 0,39+0,0 0,82 0,39+0,0  0,40+0,0 0,39+0,0  0,40+0,0 0,97
Pulmé&o 0,20+0,0  0,20£0,0  0,20+0,0 0,19+0,0 0,79 0,20£0,0  0,20£0,0 0,19+0,0 0,20£0,0 0,99

* Comparagéo dos valores representados em M £ EPM do grupo controle e dos grupos tratados com o ESN nas dose de 500 mg, 1000 mg e 2000
mg/kg/animal, ndo causou alteragdes significativas (*p < 0,05). (Teste One-Way ANOVA/Dunnett).



74

5.3.3. Anadenanthera colubrina

Nas observagOes realizadas durante o periodo experimental, ndo foram
encontradas alteragdes comportamentais, morte ou qualquer sinal de toxicidade, durante
a administracdo do ESN de A. colubrina, nas dose 500 mg, 1000 mg e 2000 mg/kg em
camundongos por via oral, quando comparamos 0s grupos tratado e o controle.

Durante o experimento, os animais foram observados diariamente, com relagao a
manifestacdes de sinais indicativos de toxicidade. Os principais parametros avaliados séo,
as modificacbes no consumo de agua e racdo, na massa corporal, na cor e textura dos
pélos, anormalidades motoras e comportamentais (BARNES; DOURSON, 1988).

N&o foram encontradas diferencas estatisticas significativas no consumo de agua
(Fig. 17) e ragéo (Fig. 18) quando comparados os grupos tratados com administragao oral
de ESN de A. colubrina nas dose de 500 mg, 1000 mg e 2000 mg/kg, com 0 grupo
controle. Santos (2013) testou o extrato aquoso da casca da A. colubrina e ndo observou
sinais de toxicidade, nas doses de 100, 200 e 400 mg/kg, por via oral em camundongos.

Os estudos de seguranca nao clinica sdo importantes na determinagdo do perigo
(dose-dependente) das drogas vegetais, como também na identificacdo dos possiveis
orgaos afetados e avaliar o tipo de toxicidade produzida (BOELSTERLI, 2003). A analise
estatistica ndo detectou alteragdes significativas (p>0,05) no peso relativo dos 6rgaos,
coragdo, pulmdes, figado, rins e bacgo, quando se realizou a comparacao entre os valores
obtidos dos animais dos grupos controles e dos grupos tratados com ESN de A. colubrina
(Tabela 8).

Figura 17 - Ingestdo de agua por grupos de camundongos tratados/controle macho e
fémea (n: 06), os grupos tratados receberam as dose 500, 1000 e 2000 mg/kg/animal em
dose Unica de A. colubrina. A comparacdo da M £ E. P. M., entre 0s grupos, ndo causaram

alteragdes significativas (*p < 0,05).
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Fonte: Dados da pesquisa, (Teste One-Way ANOVA/Dunnett).
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Figura 18 - Ingestdo de racdo por grupos de camundongos tratados/controle macho e
fémea (n: 06), os grupos tratados receberam as dose 500, 1000 e 2000 mg/kg/animal por
dose unica de A. colubrina. A comparagdo da M = E. P. M., entre 0s grupos, ndo causaram

alteracdes significativas (*p < 0,05).
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Fonte: Dados da pesquisa, (Teste One-Way ANOVA/Dunnett).
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Tabela 8 - Peso dos 6rgdos de camundongos do grupo tratado/controle macho e fémea (n: 06), os grupos tratados nas dose de 500, 1000 e 2000

mg/kg/animal em dose Unica de A. colubrina.

Macho (g) Fémea (g)
. Tratado
Orgéaos Grupo Tratado Tratado Tratado Valor Grupo Tratado Tratado 2000 Valor
Controle 500 mg/kg 1000mg/kg 2000 mg/kg p* Controle 500 mg/kg 1000 mg/kg ma/kg p*
Cora¢do 0,15%0,0 0,14+0,0 0,14+0,0 0,14+0,0 0,36 0,14+0,0 0,15%0,0 0,15+0,0 0,14+0,0 0,60
Figado 1,49+0,0 1,49+0,0 1,48+0,0 1,47+0,0 0,98 1,50+0,0 1,47+0,0 1,48+0,0 1,49+0,0 0,14
Baco 0,09+0,0 0,09+0,0 0,09+0,0 0,09+0,0 0,79 0,09+0,0  0,09+0,0 0,09+0,0 0,09+0,0 0,54
Rins 0,39+0,0 0,40+0,0 0,39+0,0 0,39+0,0 0,86 0,40+0,0  0,39+0,0 0,39+0,0 0,39+0,0 0,57
Pulmdo 0,19+0,0 0,20,0 0,20+0,0 0,19+0,0 0,14 0,20£0,0 0,19%0,0 0,19+0,0 0,20+0,0 0,28

* Comparacéo dos valores representados em M + EPM do grupo controle e dos grupos tratados dose de 500 mg, 1000 mg e 2000 mg/kg/animal,

nédo causou alteragdes significativas (*p < 0,05). (Teste One-Way ANOVA/Dunnett).
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5.4. Estudo da toxicidade oral de doses repetidas do ESN das drogas vegetais

5.4.1. Myracrodruon urundeuva

A administragéo oral em doses repetidas durante 30 dias do ESN de M. urundeuva
nos camundongos e coelhos de ambos 0s sexos ndo causou alteracbes no ganho de peso
dos animais, morte ou quaisquer sinais clinicos e comportamentais de toxicidade.
Machado et al. (2012) avaliou a resposta bioldgica (por meio de analise histopatoldgica,
utilizando os extratos hidroalcodlico e aquoso das folhas da M. urundeuva, em ratos
utilizando o implantes de biofilme, esse contato dos extratos com o tecido conjuntivo
subcutaneo, ndo apresentou efeitos toxicoldgicos durante os 28 dias de experimentagao.

Durante o experimento, os animais devem ser observados diariamente, com
relacdo a manifestacdes de sinais indicativos de toxicidade. Os principais parametros
avaliados sdo: as modificacdes no consumo de agua e ra¢do, na massa corporal, na cor e
textura dos pelos, alteracdes respiratdrias e circulatérias, anormalidades motoras e de
comportamento (BARNES; DOURSON, 1988). A avaliacdo dos efeitos do tratamento
com ESN de M. urundeuva sobre o consumo de agua e racédo, no periodo de 30 dias, em
camundongos (Fig. 19 e Fig. 20) e nos coelhos (Fig. 21 e Fig. 22), demonstram que 0
tratamento com o ESN da M. urundeuva n&o causou alteragdes significativas (p > 0,05),
no que se refere ao consumo de agua e racao.

Com base na classificacdo de produtos quimicos da OECD, pode-se considerar a
M. urundeuva, por via oral na dose estudadas, na categoria 4 com doses de 2000 mg/kg,
que as classifica como produto quimico com toxicidade aguda relativamente baixa, mas
que sob certas circunstancias, podem causar um risco para uma populacdo vulneravel
(OECD, 2001a).

Alguns sinais de toxicidade nos animais testados em relagéo aos controles, podem
ser evidenciados pela alteracdo da massa relativa dos érgdos, na histopatolégica,
alteracdes hematologicas e bioquimicas (GONZALES; SILVA, 2003). Na avaliacdo da
massa dos orgdos coracdo, figado, baco, rins e pulmao, dos camundongos (Tabela 9) e
coelhos (Tabelal0) machos/fémeas tratados com 2000 mg/kg do ESN de M. urundeuva,
ndo diferiram significativamente (p > 0,05), quando comparados aos seus grupos
controles. Menezes e Rao (1987), trataram camundongos com o extrato alcodlico da casca
da M. urundeuva nas doses de 100 e 200 mg/kg por via oral, e ndo evidenciou efeitos

toxicoldgicos e ainda sugeriu uma atividade antidiarreica para este extrato.
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Figura 19 - Ingestdo de agua por grupos de camundongos tratados/controle macho e
fémea (n:10), os grupos tratados na dose 2000 mg/kg/animal do ESN de M. urundeuva.
A comparacdo da M = E. P. M., entre os grupos, ndo causaram alteragdes significativas
(*p < 0,05).
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Fonte: Dados da pesquisa, (Teste “t”” de Student).

Figura 20 - Ingestdo de racdo por grupos de camundongos tratados/controle macho e
fémea (n: 10), os grupos tratados na dose 2000 mg/kg/animal de ESN de M. urundeuva.
A comparacdo da M + E. P. M., entre 0s grupos, ndo causaram alteracdes significativas
(*p < 0,05).
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Fonte: Dados da pesquisa, (Teste “t” de Student).
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Figura 21 - Ingestdo de agua por grupos de coelhos tratados/controle macho e fémea

(n:03), os grupos tratados na dose 2000 mg/kg/animal do ESN de M. urundeuva. A

comparagdo da M + E. P. M., entre os grupos, ndo causaram alteracdes significativas (*p

< 0,05).
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Fonte: Dados da pesquisa, (Teste “t”” de Student).

Figura 22 - Ingestdo de racdo por grupos de coelhos tratados/controle macho e fémea

(n:03), os grupos tratados na dose 2000 mg/kg/animal do ESN de M. urundeuva. A

comparagdo da M + E. P. M., entre os grupos, ndo causaram alteracdes significativas (*p

< 0,05).
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Fonte: Dados da pesquisa, (Teste “t” de Student).
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Tabela 9 - Peso dos 6rgdos coracéo, figado, baco, rins e pulmédo dos camundongos dos grupos tratados/controle macho e fémea (n: 10), 0 grupo

tratado na dose de 2000 mg/kg/animal do ESN de M. urundeuva.

Macho (g) Fémea (g)
Orgaos
Grupo Controle Grupo Teste Valor p* Grupo Controle  Grupo Teste Valor p*

Coragao 0,14+£0,0 0,14+£0,0 0,57 0,14+£0,0 0,14£0,0 0,91
Figado 1,48 +0,0 1,48 +0,0 0,56 1,49+0,0 1,50+0,0 0,30
Baco 0,09+£0,0 0,09+£0,0 0,36 0,09+0,0 0,09+£0,0 0,06
Rins 0,39+£0,0 0,39+£0,0 0,74 0,39+0,0 0,39+0,0 0,72
Pulméo 0,940, 0,20+0,0 0,83 0,19+0,0 0,940, 0,87

* Comparacdo da M =E. P. M. dos grupos tratado/controle, ndo observou-se alteracdes estatisticamente significativas, (*p < 0,05),
(Teste “t” de Student).
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Tabela 10 - Peso dos 6rgaos coracdo, figado, baco, rins e pulméo de coelhos dos grupos tratados/controle macho e fémea (n: 03), os grupos tratados

com a dose 2000 mg/kg/animal do ESN de M. urundeuva.

i Macho (g) Fémea (g)
Orgaos
Grupo Controle  Grupo Tratado Valor p* Grupo Controle Grupo Tratado  Valor p*

Coragdo 4,37 +0,1 4,93+0,2 0,15 5,90 + 0,4 4,76 +0,1 0,05
Figado 5167 +25 52,50 + 3.9 0,86 73,60 + 3,3 69,17 + 3,2 0,39
Baco 0,66 + 0,0 0,77 +0,1 0,37 1,143+0,3 0,79+0,0 0,32
Rins 9,96 + 0,4 10,13 + 0,4 0,81 13,00+ 0,3 11,85 + 0,4 0,11
Pulmdo 960+04 11,53 + 0,6 0,07 9,067 + 0.6 8,050 + 0.2 0,21

* Comparacdo da M + E. P. M. dos grupos tratado/controle, ndo observou-se alteracdes estatisticamente significativas (*p < 0,05),
(Teste “t” de Student).
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A anélise dos parametros sanguineos € importante para a avaliacdo de risco, uma
vez que quaisquer alteraces no sistema hematologico tém um efeito preditivo para a
toxicidade humana, quando os dados s&o relevados a partir de animais (VIANA, 1997).
A analise estatistica ndo detectou alteracGes significativas (p > 0,05) nos parametros
hematoldgicos eritrocitos, hemoglobina, hematdcrito, volume corpuscular medio,
hemoglobina corpuscular média, concentracdo de hemoglobina corpuscular média,
plaquetas, nos grupos de camundongos e coelhos machos/fémeas tratados, quando
comparados com o0s parametros encontrados nos grupos controle dos camundongos
(Tabela 11) e coelhos (Tabela 12). Estes dados indicam que o ESN de M. urundeuva, ndo
teve efeito sobre as células sanguineas circulantes ou sobre a sua producéo, e que estao
dentro dos valores descritos na literatura (DINIZ et al., 2006).

A auséncia de efeito nos eritrocitos e hematdcrito, sugere que o ESN néo alterou
0 balanco entre a razdo de producdo e destruicdo dos corpusculos sanguineos. O VCM,
HCM e CHCM estdo relacionados &s células vermelhas individualmente, enquanto que a
hemoglobina e hemacia estdo associadas a populacdo total de células sanguineas
vermelhas. A auséncia de efeitos nesses indices implica que nem incorporacdo da
hemoglobina nas células vermelhas nem a morfologia e fragilidade osmotica dos
eritrécitos foram afetados. Desta forma é improvavel que o ESN de M. urundeuva afete

a capacidade de carreamento de oxigénio nos animais (ADEBAYO et al., 2005).

O perfil bioquimico dos camundongo (Tabela 13) e coelhos (Tabela 14)
machos/fémeas tratados, demonstrou semelhanca estatistica entre os grupos controles e
que todos os parametros avaliados estdo dentro dos valores de referéncia (RODRIGUES
et al., 2006), indicando ndo haver toxicidade no tratamento com o ESN de M. urundeuva
na dose estudada. Chaves (1998) ao utilizar o extrato hidroalcodlico da casca da M.
urundeuva na dose oral de 400 mg/kg em cobaios, ndo constatou atividade toxicologica

nesse tratamento.

A avaliacdo morfoldgicas e histoldgicas das alteracGes patoldgicas nos 6rgaos dos
animais tratados, € a base de uma avaliacdo de seguranca de um produto (PRABU, 2013).
Na andlise morfoldgica dos 6rgaos dos camundongos e coelhos tratados em relacdo aos

seus respectivos controles, ndo demonstraram alteracdes patoldgicas aparentes.

Durante o estudo histopatologicos ndo foram observadas altera¢cGes nos 6rgdos

coragdo, rins, figado, pulmdo e baco em camundongos e coelhos (Fig. 23 e Fig.24)
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tratados em comparacdo aos grupos controles. A leitura das laminas foram realizadas
utilizando os grupos controles de camundongos e coelhos (macho e fémea) como
parametro do padréo de normalidade, assim foi constatado a auséncia de toxicidade nos

achados histologicos nas espécies estudas.

No exame histopatologico do figado revelou a auséncia de congestéo, infiltrados
celulares que caracterizam uma inflamacdo e a auséncia de degeneracOes
(DOBEREINER, 1984; CARLTON; MCGAVIN, 1998). A superficie e na coloracdo da
composicao celular dos rins ndo sofreram alteracdo, ndo houve presenca de hemorragias
focais ou multifocais, nas camadas cortical e medular ndo foram observadas congestdo
ou degeneracdo e nefroses (DOBEREINER, 1984; JONES, 2000). O coracdo néo
apresentava congestdo, nenhuma eosinofilia ou degeneracdo dos feixes de fibras
cardiacas (ROBINSON; MAXIE, 1993). No pulmdo ndo foi observado nenhuma
congestdo pulmonar, pneumonia, edema, desaparecimento de células ciliadas dos
bronquiolos ou deposicdo de material refrativo, amorfo e eosinéfilico (CARLTON;
MCGAVIN, 1998). Comprovando a normalidade ja observada nas etapas ja descritas
anteriormente no periodo de avaliacdo e experimentacdo da toxicidade do ESN da M.
urundeuva na dose de 2000 mg/kg/dia estudada. No trabalho de Menezes (2010) a
ingestdo dos extratos aquoso de M. urundeuva também ndo alterou significativamente 0s

Orgaos dos ratos tratados.
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Tabela 11 - Resultado dos pardmetros hematoldgicos dos grupos de camundongos tratados/controle macho e fémea (n:10), na dose 2000

mg/kg/animal do ESN de M. urundeuva.

Parametros Hematoldgicos

Eritrocitos (10%/uL)
Hemoglobina g/dL

Hematdcrito (%)

CHCM g/dL
HCM (pg)

Plaquetas (10%/uL)

VCM (fL)

Macho (g) Fémea (g)
Grupo Controle  Grupo Tratado Valor p* Grupo Controle Grupo Tratado Valor p*
580+0,3 6,62 £ 0,3 0,11 6,72+0,1 6,63+0,1 0,74
14,88 £ 0,5 15,29+ 0,5 0,61 14,58 £ 0,3 14,57+ 0,3 0,98
4546+ 1,3 4492 +1,3 0,78 43,36 £ 1,5 43,39 +1,5 0,98
33,20+ 0,2 33,50+0,3 0,52 33,40+0,3 32,80+04 0,27
15,00 £ 0,2 15,20+ 0,1 0,48 15,20+ 0,2 15,30+ 0,2 0,76
97,80+1,5 99,00 +1,9 0,63 1025+ 15 101,8+2,0 0,78
49,00 £ 0,5 49,01 +04 0,98 50,38 £ 0,2 50,28 £ 0,2 0,79

* VCM: volume corpuscular médio, HCM: hemoglobina corpuscular média, CMHC: dose média de hemoglobina corpuscular, plaquetas. Os

valores representam a média + E.P.M. (n = 10/grupo). * Comparacao do grupo controle e dos grupos testados, ndo causou alteracdes significativas

(*p <0,05). (Teste “t” de Student).
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Tabela 12 - Resultado dos parametros hematoldgicos dos grupos de coelhos tratados/controle macho e fémea (n:03), na dose 2000 mg/kg/animal

em doses repetidas do ESN da M. urundeuva.

Macho Fémea

Parametros Hematologicos Grupo Grupo Grupo Grupo
Controle Tratado Valor p* Controle Tratado Valor p*

Eritrocitos (10%/uL) 4,90 +0,1 4,30+ 0,6 0,38 4,43+0,2 4,70+0,2 0,53
Hemoglobina g/dL 12,10 £ 0,6 11,97 £0,9 0,90 11,53 +0,1 12,32 +0,4 0,14
Hematdcrito (%) 39,30 £0,1 38,60 + 0,9 0,49 3727+12 37,33+1,1 0,97
CHCM g/dL 34,00 £0,5 33,63+0,3 0,60 34,60 £0,7 34,57 +0,3 0,96
VG (10°%uL) 5,15+ 0,2 517 +0,3 0,97 5,33+0,2 4,88 £0,2 0,26
HCM (pg) 23,50 £ 0,3 22,87 40,2 0,24 23,37 +0,5 23,07 £ 0,4 0,71
Plaquetas (10%/uL) 113,0 £10,5 133,3+17,7 0,38 127,3+20,2 134,7+8,0 0,75
VCM (fL) 65,70 £ 3,3 67,30 + 1,2 0,67 67,23+ 1,1 67,65+1,1 0,80

* MCV: volume corpuscular médio, HCM: hemoglobina corpuscular média, CMHC: concentracdo média de hemoglobina corpuscular, plaquetas
e VG: volume globular. Os valores representam a media = E.P.M. (n = 03/grupo). * Comparacdo do grupo controle e dos grupos testados, ndo

causou alteracdes significativas (*p < 0,05). (Teste “t” de Student).
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Tabela 13 - Resultado dos parametros bioquimicos grupos de camundongos tratados/controle macho e fémea (n:10), na dose 2000 mg/kg/animal

em doses repetidas do ESN da M. urundeuva.

Parametros Bioquimicos

Glicose mg/dL
Colesterol mg/dL
Uréia mg/dL
Creatinina mg/dL
Fosf. Alcalina mg/dL
AST U/L

ALT U/L

Proteinas totais g/dL

Triglicerideos mg/dL

Macho Fémea
Grupo Controle  Grupo Tratado Valor p* Grupo Controle Grupo Tratado Valor p*
140,3+1,8 137,4+1,4 0,22 137,7+ 2,8 132,0+1,9 0,11
1029 +5,5 96,60 £ 6,6 0,47 104,6 + 4,6 109,4 +4.2 0,45
26,10 +1,2 26,60+1,1 0,77 2590+1,0 26,40+1,1 0,75
0,298 £0,0 0,330+0,0 0,35 0,288 £0,0 0,280+0,0 0,76
50,76 £ 0,3 50,77 0,4 0,98 51,04 £0,2 50,62+ 0,3 0,39
80,40+ 1,3 82,30+ 1,6 0,37 83,90+ 1,6 84,40+ 1,6 0,83
86,70+ 1,0 88,40+ 14 0,35 87,40+ 1,8 85,00+ 1,2 0,30
48,88 £0,9 46,80+ 1,6 0,28 4990+0,6 498814 0,98
107,0+4.3 114,7+6,9 0,36 114,7+ 3,8 109,9+51 0,46

AST: aspartato aminotransferase, ALT: alanina aminotransferases. Os valores representam a média + E.P.M. (n = 10/grupo). * Comparacédo do

grupo controle e os grupos tratados, ndo causou alteracGes significativas (*p < 0,05). (Teste “t” de Student).
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Tabela 14 - Resultado dos parametros bioguimicos analisados dos grupos de coelhos tratados/controle macho e fémea (n:03), na dose 2000

mg/kg/animal em doses repetidas do ESN da M. urundeuva.

Macho Fémea

Parémetros Bioquimicos Grupo Grupo Grupo Grupo
Controle Tratado velor p* Controle Tratado Valor p*

Glicose mg/dL 1165+ 2,5 121,3+14,7 0,76 122,3+ 135 145,7 + 3,3 0,17
Colesterol mg/dL 38,00+ 0,5 34,67 £3,1 0,36 42,00 £5,8 58,00+ 2,8 0,07
Uréia mg/dL 39,00+5,1 35,00+ 2,6 0,53 44,67 £ 3,2 4450+ 1,6 0,96
Creatinina mg/dL 1,28 £0,2 1,26 £0,2 0,95 1,37+£0,0 1,55+0,0 0,16
Fosf. Alcalina mg/dL 61,50 £ 12,9 32,67+23 0,09 62,33 + 15,2 51,13+94 0,56
AST U/l 1350+ 0,5 104,7 + 15,3 0,12 106,0 £ 5,5 120,8 +5,1 0,12
ALT U/L 113,0+ 25,1 114,7+ 21,1 0,96 133,0 +11,7 1242 +1,8 0,50
Proteinas totais g/dL 572+04 6,09+ 0,4 0,55 5,727 +0,5 593+0,2 0,73
Triglicerideos mg/dL 62,00 + 13,0 65,67 £ 23,2 0,89 68,00 + 18,3 81,83 +15,4 0,59

AST: aspartato aminotransferase, ALT: alanina aminotransferases. Os valores representam a média + E.P.M. (n = 03/grupo). * Comparacdo do

grupo controle e dos grupos tratados, ndo causou alteragdes significativas (*p < 0,05). (Teste “t” de Student).



88

Figura 23 - O exame histoldgico demonstrou que ndo foram observadas alteracGes nos
coelhos machos devido a administracdo de 30 dias de ESN de M. urundeuva no coragéo
(A, B), rins (C, D), figado (E, F), pulméo (G e H) E o baco (I e J).

Fonte: Dados da pesquisa
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Figura 24 - O exame histoldgico demonstrou que ndo foram observadas alteracGes nos
coelhos fémeas devido a administragdo de 30 dias de ESN de M. urundeuva no coragao
(A, B), rins (C, D), figado (E, F), pulméo (G e H) E o baco (I e J).

Fonte: Dados da pesquisa
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5.4.2. Poincianella pyramidalis

As informacdes toxicoldgicas sobre compostos quimicos sao obtidas basicamente
a partir de testes toxicoldgicos ndo-clinicos, ou seja, com animais de laboratorios em
condigdes previamente padronizadas (MORTON, 1998; BOELSTERLI, 2003).

Na avaliagdo diéria durante os 30 dias ap6s a administragdo oral, ndo foi
constatada morte ou alteraces clinicas, toxicologias e comportamentais em nenhuma das
espeécies estudadas.

Com a administracdo oral na dose de 2000 mg/kg/animal do ESN de P.
pyramidalis em camundongos e coelhos machos/fémeas, ndo foram observadas diferenca
estatisticamente significativa (p > 0,05) entre os ganho de massa corporal desses animais
tratados em relacdo aos seus respectivos grupos controles. Os sinais de toxicidade aguda
ndo-clinico sdo definidos considerando a perda de massa corporal, o desenvolvimento
ponderal dos animais e alteracbes comportamentais (RAZA et al., 2002).

A ingestdo oral do ESN de P. pyramidalis ao longo de 30 dias ndo causou
alteracdes estatisticamente significativas no consumo de agua e ra¢édo nos camundongos
(Fig. 25 e Fig. 26) e nos coelhos (Fig. 27 e Fig. 28) estudados. Santana (2012),
demonstrou que o extrato hidroalcodlico da casca de P. pyramidalis nas doses de 100 e
400 mg/kg, via oral em ratos, ndo causou toxicidade e demonstrou atividade anti-
inflamatdria nos animais tratados no experimento com o modelo experimental de
pancreatite aguda, induzida pela obstrucéo de ducto biliar.

A avaliacdo toxicologica em doses repetidas tem como principal objetivo
estabelecer 0s niveis possiveis para observacdo de efeitos toxicos, identificar e
caracterizar os 6rgdos afetados, bem como, o grau de comprometimento dos mesmos
(FAUSTMAN, 1994). A avaliacdo estatistica dos valores obtidos da massa dos 6rgaos
coragdo, figado, baco, rins e pulmé&o dos camundongos (Tabela 15) e coelhos (Tabela 16)
dos grupos tratados e controles, também constatam que ndo houve diferenca significativa

entre 0s grupos nas espécies estudadas.
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Figura 25 - Ingestdo de agua por grupos de camundongos tratados/controle macho e
fémea (n:10), os grupos tratados na dose 2000 mg/kg/animal em doses repetidas de P.
pyramidalis. A comparagdo da M = E. P. M., entre os grupos, ndo causaram alteragdes

significativas (*p < 0,05).

100 A

80

60 -

40 -

204

Consumo de agua (ml)

0- T
M Cont M Trat F Cont F Trat
Grupo de Camundongos (n:10)

Fonte: Dados da pesquisa, (Teste “t” de Student).

Figura 26 - Ingestdo de racdo por grupos de camundongos tratados/controle macho e
fémea (n:10), os grupos tratados na dose 2000 mg/kg/animal em doses repetidas de P.
pyramidalis. A comparagdo da M = E. P. M., entre os grupos, ndo causaram alteragdes
significativas (*p < 0,05).
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Fonte: Dados da pesquisa, (Teste “t” de Student).
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Figura 27 - Ingestdo de agua por grupos de coelhos tratados/controle macho e fémea
(n:03), os grupos tratados na dose 2000 mg/kg/animal em doses repetidas de P.
pyramidalis. A comparagdo da M = E. P. M., entre os grupos, ndo causaram alteragdes

significativas (*p < 0,05).
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Fonte: Dados da pesquisa, (Teste “t” de Student).

Figura 28 - Ingestdo de racdo por grupos de coelhos tratados/controle macho e fémea
(n:03), os grupos tratados na dose 2000 mg/kg/animal em doses repetidas de P.
pyramidalis. A comparagdo da M = E. P. M., entre os grupos, ndo causaram alteragdes
significativas (*p < 0,05).
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Fonte: Dados da pesquisa, (Teste “t” de Student).
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Tabela 15 - Peso dos 6rgdos coracdo, figado, baco, rins e pulmao de camundongos do grupo controle macho e fémea (n: 10) e grupo tratado na

dose de 2000 mg/kg/animal em doses repetidas do ESN de P. pyramidalis (n: 10).

Macho (g) Fémea (g)
Orgaos
Grupo Controle Grupo Tratado Valor p*  Grupo Controle  Grupo Tratado Valor p*

Coragao 0,14 + 0,0 014 + 0,0 0,98 014 + 0,0 014 + 0,0 0.15
Figado 1,48 + 0,0 1,47 + 0,01 033 1,49 + 0,0 1,49 + 0,0 0,91
Baco 0,38 + 0,0 0,39 + 0,0 0,08 0,09 + 0,0 0,09 + 0,0 0,45
Rins

0,09 + 0,0 0,09 + 0,0 0.36 0.39 + 0,0 0.39 + 0,0 0.72
Pulméo 0,19 + 0,0 0.20 + 0,0 0.84 019 + 0,0 0.20 + 0,0 074

*Comparacdo da M + E.P.M. dos grupos tratado/controle, ndo observou-se alteracGes estatisticamente significativas (*p < 0,05),
(Teste “t” de Student).
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Tabela 16 - Peso dos 6rgéos coracdo, figado, baco, rins e pulméo de coelhos dos grupos tratado/controle macho e fémea (n: 03), os grupos tratados

na dose de 2000 mg/kg/animal em doses repetidas do ESN de P. pyramidalis.

Macho (g) Fémea (g)
Orgaos
Grupo Controle Grupo Tratado Valor p*  Grupo Controle  Grupo Tratado Valor p*

Coragdo 436+0,1 4,50 + 0,4 0,77 5,90 + 0,4 4,93+0,2 0,11
Figado 5167 +25 5247 +23 0,82 73.60 +33 7110 +5.4 071
Bago 0,66 + 0,0 0,696 + 0.0 0,48 114+0,3 1,02+0,1 0,72
Rins

9.96 + 0.4 9.66+0.2 0,61 1300+ 03 12.48+06 0,53
Pulméo 9.60 0.4 10,13 +0.2 0.35 9.06 0.6 858 +04 056

* Comparacdo da M + E.P.M. dos grupos tratado/controle, ndo observou-se alteracfes estatisticamente significativas (*p < 0,05),
(Teste “t” de Student).
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A ingestdo do ESN de P. pyramidalis na dose 2000 mg/kg/animal nos
camundongos e nos coelhos machos/fémeas estudados durante os 30 dias, ndo ocasionou
alteracOes estatisticamente significativas (p > 0,05), nos pardmetros hematoldgicos
eritrocitos, hemoglobina, hematdcrito, volume corpuscular médio, hemoglobina
corpuscular média, concentracdo de hemoglobina corpuscular média e plaquetas,
avaliados nos camundongos (Tabela 17) e coelhos (Tabela 18) machos/fémeas tratados,
quando comparados aos seus grupos controle. As plaquetas também permaneceram
inalteradas em numero e forma. Observamos que a administracdo do ESN de P.
pyramidalis na dose de 2000 mg/kg/dia, ndo causou danos nas celulas sanguineas, na
medula 6ssea ou de anormalidades na absor¢do ou incorporagdo de nutrientes, pelo menos

num grau suficiente para causar anemia, corroboram com Branco et al, (2011).

A andlise dos parametros bioquimicos dos camundongos (Tabela 19) e coelhos
(Tabela 20) machos/fémeas tratados mostraram que o tratamento com o ESN de P.
pyramidalis ndo afetou os niveis séricos dos triglicérides, ureia, fosfatase alcalina,
creatinina, aspartato aminotransferase, alanina aminotransferases, colesterol total e
proteina total, quando comparados com 0s seus respectivos grupos de controle, indicando
nédo haver alteracdo no metabolismo geral dos animais tratados. Houve uma diminuicao
da glicose dos camundongos tratados, mas os resultados encontrados estdo dentro do
intervalo descrito em outros estudos (BRANCO et al., 2011), essa mesma diminuic¢do nao

foi observada nos coelhos tratados.

Avaliada a enzima AST que também é encontrada em um grande ndmero de
tecidos, como coracdo, pulmao, musculo esquelético e rim, pois esta permite predizer pela
sua andlise, a presenca de substancias toxicas nesses oOrgdos. Enquanto a ALT ¢€
principalmente encontrada nos hepatécitos, onde é considerada um indicador altamente
sensivel de hepatotoxicidade. Portanto, o fato de que a administracdo do ESN de P.
pyramidalis ndo produziu alteracdes nesses parametros, sugeri a auséncia de toxicidade
renal e hepatica (KANEKO, 1997; EMANUELLLI, 2002).

Diniz (2014), utilizaram o extrato da casca da P. pyramidalis em ratos nas doses
30, 100 e 300 mg/kg via oral, e ndo observou sinais de toxicidade aparente e nem na
avaliacdo histoldgica dos mastdcitos do tecido gastrico. Nesse estudo ndo foram
observadas alteracbes morfoldgicas nos 6rgédos coracéo, rins, figado, pulmao e baco dos
camundongos/coelhos tratados, com 0s seus respectivos grupos controle. De acordo com

o0s achados histopatoldgicos nos 6rgdos coragdo, rins, figado, pulmao e baco, ndo foram
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encontradas alteragdes, indicativas de lesdo celular ou tecidual nos grupos tratados de
camundongos e coelhos machos/fémeas (Fig. 29 e Fig. 30) em comparagdo com oS
animais do grupo de controle, indicando néo haver toxicidade nesses 6rgdos estudados.
A auséncia de alteragcdes e mecanismos patogénicos nos tecidos estudados, justificou os
aspectos e valores encontrados nos testes comportamentais, hematoldgicos e bioquimicos
quando comparados os grupos tratados com o0 ESN de P. pyramidalis e seus respectivos

controle.
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Tabela 17 - Resultado dos parametros hematologicos dos grupos de camundongos tratado/controle macho e fémea (n:10), na dose 2000

mg/kg/animal em doses repetidas do ESN de P. pyramidalis.

Macho (g) Fémea (g)
Parametros Hematoldgicos Grupo Grupo Grupo Grupo
Valor p* Valor p*
Controle Tratado Controle Tratado
- 7 - 3
Eritrocitos (10°/uL) 6,51 +0,3 6,33+0,4 0,73 6,88 +0,3 6,11+0,2 0,07
Hemoglobina g/dL 11,92 +0,7 12,48 +0,9 0,64 12,84+0,5 13,40 +0,7 0,54
Hematacrito (%) 4441+ 1,6 40,63+ 1,5 0,11 41,83+15 40,86 + 1,6 0,67
CHCM g/dL 32,10+0,8 31,03+1,1 0,47 31,26 1,1 32,90+1,0 0,30
HCM (pg) 14,90 +0,2 15,78 + 1,1 0,47 14,61+ 0,4 16,38 + 1,1 0,18
3
Plaquetas (10°/uL) 94,90 + 3,1 96,60 + 5,6 0,79 95,60 + 3,4 105,1 +3,3 0,06
VCM (fL) 48,85+ 0,3 49,03 + 0,4 0,73 49,12 +0,3 50,21 +0,1 0,06

* VCM: volume corpuscular medio, HCM: hemoglobina corpuscular média, CHCM: dose média de hemoglobina corpuscular e VG: volume

globular. Os valores representam a média + E.P.M. (n = 10/grupo). *Comparagdo dos grupos tratado/controle, ndo observou-se alteracdes

estatisticamente significativas (*p < 0,05), (Teste “t” de Student).
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Tabela 18 - Resultado dos pardmetros hematoldgicos dos grupos de coelhos controle macho e fémea (n:03) e grupos tratados na dose 2000

mg/kg/animal em doses repetidas do ESN de P. pyramidalis (n:03).

Macho Fémea

Parametros Hematoldgicos
Grupo Controle Grupo Tratado  Valor p* Grupo Controle Grupo Tratado Valor p*

Eritrocitos (10%/uL) 4,90 +0,1 4,93+0,2 0,91 4,43+0,2 4,63+0,2 0,62
Hemoglobina g/dL 12,10+ 0,6 12,40 +0,5 0,74 11,53 £0,1 12,32 £0,5 0,22
Hematdcrito (%) 39,30 £0,1 39,03+0,2 0,41 3727+12 36,90 + 0,4 0,80
CHCM g/dL 34,00+ 0,5 32,88+ 0,8 0,34 34,60 + 0,7 33,73+1,1 0,56
GV (10°/uL) 5,157 0,2 5,307 + 0,2 0,70 5,333 +0,2 5,343 +0,2 0,97
HCM (pg) 23,50+ 0,3 22,83+0,2 0,22 23,37 +0,5 23,33+0,3 0,96
Plaquetas (10%/uL) 113,0 £ 10,5 128,3 +11,2 0,37 127,34 20,2 126,3+7,5 0,97
VCM (fL) 65,70 + 3,3 64,80 + 1,8 0,82 67,23+1,1 67,02+13 0,90

* VVCM: volume corpuscular médio, HCM: hemoglobina corpuscular média, CHCM: concentracdo média de hemoglobina corpuscular, plaquetas
e VG: volume globular. Os valores representam a média + E.P.M. (n = 03/grupo). *Comparagdo dos grupos tratado/controle, ndo observou-se

alteracdes estatisticamente significativas (*p < 0,05), (Teste “t” de Student).
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Tabela 19 - Resultado dos parametros bioquimicos grupos de camundongos tratados/controle macho e fémea (n:10), na dose 2000 mg/kg/animal
em doses repetidas do ESN de P. pyramidalis.

Macho Fémea
Parametros Bioquimicos
Grupo Controle Grupo Tratado Valor p* Grupo Controle  Grupo Tratado Valor p*

Glicose mg/dL 137,321 128,8 £ 3,4 0,05 136,6 £1,7 1299 £ 2,7 0,05
Colesterol mg/dL 96,60 +4,4 87,5024 0,08 93,10+7,0 94,10+ 2,6 0,89
Uréia mg/dL 26,40 +1,0 27,80+1,2 0,42 26,50+1,1 29,00+ 1,5 0,20
Creatinina mg/dL 0,311+0,0 0,327+£0,0 0,58 0,34 + 0,02 0,319+0,0 0,34
Fosf. Alcalina mg/dL 50,59 £ 0,3 49,28 £0,5 0,07 48,59+ 1,2 48,29+ 0,6 0,83
AST U/L 80,90 +1,2 82,20+1,5 0,51 85,00+ 1,7 85,20+ 1,7 0,93
ALT U/L 84,80+ 1,8 83,30+ 3,3 0,70 84,90+ 34 82,10+ 3,1 0,55
Proteinas totais g/dL 4,724 +0,1 459+0,1 0,40 463+0,1 8,50+ 3,9 0,34
Triglicerideos mg/dL 100,0 + 2,7 94,70 £ 5,6 0,40 94,80 + 6,2 85,70+ 6,7 0,33

AST: aspartato aminotransferase, ALT: alanina aminotransferases. Os valores representam a M £ E.P.M. (n = 10/grupo). *Comparac¢éo dos grupos

tratado/controle, ndo observou-se alteracGes estatisticamente significativas (*p < 0,05), (Teste “t” de Student).
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Tabela 20 - Resultado dos parametros bioquimicos grupos de coelhos tratado/controle macho e fémea (n:03), na dose 2000 mg/kg/animal em doses

repetidas do ESN de P. pyramidalis.

Parametros Bioquimicos

Macho

Fémea

Grupo Controle Grupo Tratado Valor p* Grupo Controle Grupo Tratado Valor p*
Glicose mg/dL 116,5+2,5 111,0+ 7,7 0,53 133,0+4,9 135,3+3,7 0,72
Colesterol mg/dL 43,67 £ 4,4 34,00 + 3,2 0,15 43,67 £8,2 4733+78 0,76
Ureia mg/dL 43,67 £2,6 39,67 +4,38 0,50 41,67 +1,3 40,67 2,0 0,70
Creatinina mg/dL 1,17 +0,1 1,04+0,1 0,55 1,20+ 0,0 1,32+0,0 0,17
Fosf. Alcalina mg/dL 65,00 + 10,4 36,67 + 3,9 0,06 76,67 £ 4,0 58,67 + 12,2 0,23
AST U/L 135,0 + 6,0 111,3+153 0,22 90,00 + 7,2 102,7+55 0,23
ALT U/L 110,7 + 22,9 114,7+21,1 0,90 114,3+133 1242+18 0,50
Proteinas totais g/dL 5,15 + 0,2 5,19 +0,2 0,91 4,63 +0,2 573+0,3 0,07
Triglicerideos mg/dL 81,67 + 13,5 76,67 + 14,0 0,81 62,33 + 19,4 78,00 + 12,1 0,53

AST: aspartato aminotransferase, ALT: alanina aminotransferases. Os valores representam a média = E.P.M. (n = 3 / grupo). *Comparacgdo dos

grupos tratado/controle, ndo observou-se alteragdes estatisticamente significativas (*p < 0,05), (Teste “t” de Student).
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Figura 29 - O exame histoldgico demonstrou que ndo foram observadas alteracGes nos
coelhos machos devido a administracdo de 30 dias de ESN de P. pyramidalis no coracéo
(A, B), rins (C, D), figado (E, F), pulméo (G e H) E o baco (I e J)

Fonte: Imagens da pesquisa
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Figura 30 - O exame histoldgico demonstrou que ndo foram observadas alteracGes nos
coelhos fémeas devido a administracdo de 30 dias de ESN de P. pyramidalis no coragéo
(A, B), rins (C, D), figado (E, F), pulméo (G e H) E o baco (1 e J)

ST S i W 220" g
Fonte: Imagens da pesquisa

5.4.3. Anadenanthera colubrina

Nas observacdes clinicas realizadas durante o estudo de toxicidade em doses
repetidas, com o ESN da A. colubrina em camundongos e nos coelhos machos/fémeas
nédo foi observado diferenca estatistica (p > 0,05) entre os ganho de peso dos animais
tratados em relacdo aos grupos controles. N&do houve alteracbes comportamentais dos
animais tratados e nem qualquer sinal de toxicidade quando comparado com seus
respectivos grupos controle. A sobrevivéncia de 100% dos animais, camundongos e
coelhos tratados durante os 30 dias experimentais com a dose de 2000 mg/kg/animal,
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indicou que este ESN néo causou toxicidade no parametros avaliados e nessas condicdes.
Alguns dos sinais de toxicidade sistémica, para a avaliacdo ndo clinica, considera a
reducdo do desenvolvimento corporal e perda de peso dos animais experimentais, como

caracteristica da toxicidade em doses repetidas (TEO et al., 2002).

Sabe-se, pois, que a toxicidade sistémica pode ser identificada pela diminuic¢do do
peso corporal dos animais e por alteracbes no consumo de agua e racdo, sendo tais sinais
importantes para a avaliacdo da toxicidade de uma substancia, pois fornece informacoes
sobre o estado geral de satde dos animais (VALADARES, 2006). N&do houve diferenca
estatistica significativa (p > 0,05), quanto ao consumo de &gua e ragdo entre 0s grupos
tratados/controle de camundongos (Fig. 31 e Fig. 32) e coelhos (Fig. 33 e Fig. 34).

Em outro estudo com 0 ARAGAL da A. colubrina no tratamento de camundongos
nas doses de 50, 100 ou 200 mg/Kg, ndo causou toxicidade e aumentou 0 nimero de
células fagocitarias presentes no exsudado do peritdnio em 18, 44 e 88%, respectivamente
(MORETADO et al., 2004).

O peso total dos 6rgaos exerce efeito importante no metabolismo corporal, uma
vez que uma diminuicdo ou um aumento no peso dos 6rgaos podera afetar as funcbes
vitais no organismo (SILVA et al., 2016). Ndo foram encontrados alteracdes
estatisticamente significativas (p > 0,05), nos pesos dos érgdos analisados, coracao,
figado, baco, rins e pulmao, dos animais camundongos (Tabela 21) e coelhos (Tabela 22)
machos/fémeas tratados com 2000 mg/kg do ESN de A. colubrina, em relacdo aos seus

respectivos controles.
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Figura 31 - Ingestdo de agua por grupos de camundongos tratados/controle macho e
fémea (n:10), os grupos tratados na dose 2000 mg/kg/animal em doses repetidas do ESN
de A. colubrina. A comparacdo da M + E. P. M., entre 0s grupos, ndo causaram alteracdes
significativas (*p < 0,05).
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Fonte: Dados da pesquisa, (Teste “t” de Student).

Figura 32 - Ingestdo de racdo por grupos de camundongos tratados/controle macho e
fémea (n:10), os tratados na dose 2000 mg/kg/animal em doses repetidas do ESN de A.
colubrina. A comparacdo da M £ E. P. M., entre 0s grupos, ndo causaram alteragdes
significativas (*p < 0,05).
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Fonte: Dados da pesquisa, (Teste “t” de Student).
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Figura 33 - Ingestdo de agua por grupos de coelhos tratados/controle macho e fémea
(n:03), os grupos tratados na dose 2000 mg/kg/animal em doses repetidas do ESN de A.
colubrina. A comparacdo da M £+ E. P. M., entre 0s grupos, ndo causaram alteragdes

significativas (*p < 0,05).
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Fonte: Dados da pesquisa, (Teste “t”” de Student).

Figura 34 - Ingestdo de racdo por grupos de coelhos tratados/controle macho e fémea
(n:03), os grupos tratados na dose 2000 mg/kg/animal em doses repetidas do ESN de A.
colubrina. A comparacdo da M £+ E. P. M., entre 0s grupos, ndo causaram alteragdes
significativas (*p < 0,05).
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Fonte: Dados da pesquisa, (Teste “t” de Student).
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Tabela 21 - Peso dos 6rgéos coracdo, figado, baco, rins e pulméo dos camundongos dos grupos tratados/controle macho e fémea (n: 10), o grupo

tratado na dose de 2000 mg/kg/animal em doses repetidas do ESN de A. colubrina.

Macho (g) Fémea (g)
Orgaos
Grupo Controle Grupo Tratado Valor p*  Grupo Controle  Grupo Tratado Valor p*

Coragdo 0,14 + 0,0 0,14 + 0,0 0,75 014 + 0,0 014 + 0,0 0,96
Figado 1,49 +0,0 148 +0,0 0,37 1,50 +0,0 148 +0,0 0,11
Bago 0,09+ 0.0 0,09+ 00 0.44 0,09+00 0,09+ 0.0 0,53
Rins 0,39+0,0 0,39+ 0,0 0,25 0,40 + 0,0 0,39+ 0,0 0,19
Pulmao 0,19 +0,0 0,20 +0,0 0,30 0,20 +0,0 0,19 + 0,0 0,24

*Comparac¢do da M + E.P.M. dos grupos tratado/controle, ndo observou-se alteracGes estatisticamente significativas (*p < 0,05),

(Teste “t” de Student).
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Tabela 22 - Peso dos 6rgéos coracdo, figado, baco, rins e pulméo de coelhos dos grupos tratado/controle macho e fémea (n: 03), os grupos tratados

na dose de 2000 mg/kg/animal em doses repetidas do ESN de A. colubrina.

Macho (g) Fémea (g)
Orgaos
Grupo Controle Grupo Tratado Grupo Controle  Grupo Tratado Valor p*

Coracao

4,36 £0,1 4,33+0,0 59004 533+0,2 0,30
Figado

51,67+25 53,83+ 3,3 73,60 £ 3,3 71,50 £ 4,3 0,72
Baco

0,67+0,0 0,70£0,0 1,14+0,3 0,893+0,0 0,46
Rins

9,96 £ 0,4 9,67+0,2 13,00+ 0,3 12,52+ 0,4 0,45
Pulméo

9,60+0,4 10,53+ 0,5 9,07+0,6 8,90+0,3 0,82

*Comparacdo da M + E.P.M. dos grupos tratado/controle, ndo observou-se alteracGes estatisticamente significativas (*p < 0,05),

(Teste “t” de Student).



108

A avaliacdo sanguinea € um importante indicador da fisiologia e patologia nos
homens e animais, e seus valores podem ser alterados pela ingestdo de plantas toxicas
(VAZQUEZ; GUERRERO, 2007). Nos pardmetros hematol6gicos mensurados nesse
estudo, ndo foram observados alteracdes estatisticas (p > 0,05), quando foram analisados
os camundongos (Tabela 23) e coelhos (Tabela 24) machos/fémeas tratados, em
comparagdo com seus grupos controles. Estes parametros indicaram que o ESN de A.
colubrina na dose 2000 mg/kg/dia, durante 30 dias, ndo alterou as células sanguineas
circulantes, como também a sua producao nos camundongos e coelhos tratados.

A composicao bioquimica do soro sanguineo reflete a real situacdo metabdlica
dos tecidos dos animais, de forma que é possivel avaliar as lesdes teciduais, transtorno no
funcionamento dos Orgdos, a adaptacdo nutricional e fisioldgica do organismo e
desequilibrios metabdlicos especificos (GONZALES, 2003).

Na analise dos parametros bioquimicos dos camundongos (Tabela 25) e coelhos
(Tabela 26) machos/fémeas tratados com o ESN de A. colubrina, ndo observou-se
alteracOes nos niveis séricos de glicose, triglicérides, ureia, fosfatase alcalina, creatinina,
AST, ALT, colesterol total e proteina total, quando comparados com seus respectivos
grupos de controle, indicando ndo haver alteracdo no metabolismo geral dos animais de
testados. Pessoa et al., (2012) avaliou o efeito da tintura hidroalcodlica (5% de etanol) da
casca e entrecasca da A. colubrina como auxilio no processo de cicatrizacdo de feridas
cutaneas em ratos wistar durante 21 dias e ndo observou alteracbes toxicoldgicas nos
animais.

Né&o foram verificadas alteragdes na morfologia macroscopica externa dos érgaos
coragdo, rins, figado, pulmao e baco dos animais tratados em relagdo aos animais controle.
Na avaliacdo histopatoldgica desses 6rgaos, ndo observou-se anormalidades nos achados
microscopicos, quando comparados 0s grupos dos camundongos e coelhos tratados em
relacdo aos grupos controle. A auséncia de achados histopatoldgicos se da provavelmente
em fungdo da homeostasia normal do equilibrio do organismo (PEREIRA; BOGLIOLO,
2000). Dessa forma, a avaliacdo histopatoldgica ndo foi capaz de evidenciar alteracbes
dose-resposta relacionadas ao tratamento dos camundongos e coelhos machos/fémeas,

com o ESN de A. colubrina na dose 2000 mg/kg/dia.
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Tabela 23 - Resultado dos parametros hematoldgicos dos grupos de camundongos tratados/ controle macho e fémea (n:10) e na dose 2000

mg/kg/animal em doses repetidas do ESN de A. colubrina.

Macho (g) Fémea ()
Parametros Hematoldgicos

Grupo Controle  Grupo Tratado  Valor p* Grupo Controle  Grupo Tratado Valor p*

Eritrocitos (10°/uL) 6,51+0,3 6,77 +0,2 0,52 6,88 +0,3 6,34+ 0,2 0,22
Hemoglobina g/dL 11,92 +0,7 13,56 + 0,7 0,12 12,84 0,5 12,33+ 0,6 0,57
Hematdcrito (%) 44,35+ 1,7 44,26 + 1,6 0,97 41,83+ 1,5 42,16 + 1,5 0,87
CHCM g/dL 32,10+08 32,34+ 1,0 0,86 31,26 + 1,1 31,10+ 1,1 0,92
HCM (pg) 14,90 £ 0,2 15,01+0,3 0,78 14,61+ 0,4 15,12+ 0,3 0,41
Plaquetas (10%/uL) 94,90 + 3,1 94,50 + 3,8 0,93 95,60 + 3,4 95,30 + 4,1 0,95
VCM (iL) 48,85+ 0,3 49,03+ 0,4 0,74 49,12 +0,3 49,53 0,2 0,40

* VCM: volume corpuscular médio, HCM: hemoglobina corpuscular média, CHCM: concentracdo média de hemoglobina corpuscular. Os valores
representam a média = E.P.M. (n = 10/grupo). *Comparacéo dos grupos tratado/controle, ndo observou-se alteracdes estatisticamente significativas
(*p <0,05), (Teste “t” de Student).



110

Tabela 24 - Resultado dos parametros hematol6gicos dos grupos de coelhos tratados/controle macho e fémea (n:03), na dose 2000 mg/kg/animal

em doses repetidas do ESN de A. colubrina.

Macho Fémea

Parametros Hematoldgicos
Grupo Controle  Grupo Tratado Valor p*  Grupo Controle Grupo Tratado Valor p*

Eritrocitos (10%/uL) 4,90 £0,1 4,73+0,2 0,58 4,43+0,2 483+0,2 0,38
Hemoglobina g/dL 12,10 £ 0,6 12,93 +0,2 0,30 11,87 +0,4 12,00+ 0,5 0,85
Hematdcrito (%) 39,30+0,1 38,67 £0,5 0,30 37,27 1.2 36,60 £ 0,7 0,67
CHCM g/dL 34,00+ 0,5 34,40 + 0,6 0,67 34,60+ 0,7 35,33+0,2 0,40
GV (10%uL) 5,157 +0,2 5,337+ 0,1 0,63 5,35 + 0,2 4,92 +0,2 0,27
HCM (pg) 23,50 +0,3 23,77 +0,4 0,68 2407+1,1 23,53 +0,3 0,67
Plaquetas (10%/uL) 113,0 £ 10,5 133,7+26 0,13 127,3+ 20,2 1280+ 12,4 0,97
VCM (fL) 65,70 + 3,3 66,03+ 2,1 0,93 67,23+1,1 66,83 +0,7 0,77

* VVCM: volume corpuscular médio, HCM: hemoglobina corpuscular média, CHCM: concentracdo média de hemoglobina corpuscular, plaquetas
e VG: volume globular. Os valores representam a média = E.P.M. (n = 03/grupo). *Comparacédo dos grupos tratado/controle, ndo observou-se

alteracOes estatisticamente significativas (*p < 0,05), (Teste “t” de Student).
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Tabela 25 - Resultado dos parametros bioquimicos grupos de camundongos tratado/controle macho e fémea (n:10) e na dose 2000 mg/kg/animal

em doses repetidas do ESN de A. colubrina.

Macho (g) Fémea (g)
Parametros Bioquimicos
Grupo Controle  Grupo Tratado Valor p* Grupo Controle  Grupo Tratado Valor p*

Glicose mg/dL 137,321 134,720 0,39 136,6 + 1,7 132,4+1,1 0,05
Colesterol mg/dL 96,60 + 4,4 84,50 + 8,0 0,20 93,10+ 7,0 100,7 2,7 0,32
Uréia mg/dL 26,40 £ 1,0 26,80 £ 1,1 0,80 26,50 £ 1,1 27,00 £1,3 0,77
Creatinina mg/dL 0,311 +0,0 0,34 +0,0 0,32 0,33+0,0 0,315 +0,0 0,61
Fosf. Alcalina mg/dL 50,59 + 0,3 50,35 + 0,4 0,70 50,43 + 0,4 50,11 + 0,4 0,61
AST U/L 80,90 + 1,2 82,60 + 1,7 0,44 85,00 + 1,7 82,20 + 1,6 0,26
ALT U/L 84,80+ 1,8 85,50 + 2,0 0,80 84,90 + 3,4 83,20+ 1,7 0,66
Proteinas totais g/dL 472+0,1 452 +0,1 0,20 4,63+0,1 8,58 +3,9 0,33
Triglicerideos mg/dL 100,0 £ 2,7 101,7 £5,3 0,78 94,80 + 6,2 99,50 + 4,1 0,54

AST: aspartato aminotransferase, ALT: alanina aminotransferases. Os valores representam a M £ E.P.M. (n = 10/grupo). *Comparacgéo dos grupos

tratado/controle, ndo observou-se alteracGes estatisticamente significativas (*p < 0,05), (Teste “t” de Student).
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Tabela 26 - Resultado dos parametros bioquimicos grupos de coelhos tratado/controle macho e fémea (n:03), os grupos tratados na dose 2000

mg/kg/animal em doses repetidas do ESN de A. colubrina.

Macho Fémea
Parametros Bioquimicos
Grupo Controle  Grupo Tratado Valor p* Grupo Controle Grupo Tratado Valor p*

Glicose mg/dL 111,7 £5,4 120,3+2,9 0,23 119,0 + 10,9 121,0+7,8 0,88
Colesterol mg/dL 38,00 +0,5 30,67 + 6,6 0,33 42,00 +£5,8 4733+572 0,53
Uréia mg/dL 39,00 +5,1 40,67 +3,3 0,80 44,67 + 3,2 47,00 +0,5 0,52
Creatinina mg/dL 1,28 0,2 1,08 +0,0 0,42 1,37+0,0 1,28+0,1 0,60
Fosf. Alcalina mg/dL 65,00 + 10,4 48,00 + 11,5 0,33 62,33 + 15,2 67,00 £ 12,5 0,82
AST U/L 135,0+0,5 120,0+6,1 0,07 106,0+5,5 101,7+8,7 0,69
ALT U/L 113,0 + 25,1 107,7 + 11,7 0,85 133,0 + 11,7 111,0+ 21,5 0,42
Proteinas totais g/dL 5,15+ 0,2 4,82+0,2 0,41 5,727 +0,5 4,96 +0,5 0,39
Triglicerideos mg/Dl 81,67 + 13,5 72,33+ 15,9 0,67 68,00 + 18,3 70,67 £5,4 0,89

AST: aspartato aminotransferase, ALT: alanina aminotransferases. Os valores representam a média = E.P.M. (n = 3 / grupo). *Comparagdo dos

grupos tratado/controle, ndo observou-se alteragdes estatisticamente significativas (*p < 0,05), (Teste “t” de Student).
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Figura 35 - O exame histoldgico demonstrou que ndo foram observadas alteracGes nos
coelhos machos devido a administracdo de 30 dias de ESN de A. colubrina no coragéao
(A, B), rins (C, D), figado (E, F), pulméo (G e H) E o baco (1 e J)

Fonte: Imagens da pesquisa
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Figura 36 - O exame histoldgico demonstrou que ndo foram observadas alteracdes nos
coelhos fémeas devido a administracéo de 30 dias de ESN de A. colubrina no coragdo (A,
B), rins (C, D), figado (E, F), pulméo (G e H) E 0 baco (I e J)

Fonte: Imagens da pesquisa
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6. CONCLUSOES

Os estudos toxicoldgicos nédo-clinicos agudos com as plantas M. urundeuva, A.
colubrina e da P. pyramidalis mostraram que 2000 mg/kg dos infusos de folhas das
drogas vegetais em diferentes tamanhos de particula e seus extratos secos nebulizados das
drogas vegetais nas dose de 500 mg, 1000 mg e 2000 mg/kg do animal em dose Unica em
camundongos ndo causaram toxicidade sistémica. De forma similar a administracdo dos
ESN em doses repetidas de 2000 mg/kg/animal em camundongos e coelhos, néo
causaram toxicidade sistémica, morte, alteracbes comportamentais e discrepancia sobre
0s parametros avaliados em camundongos e coelhos machos/fémeas tratados em relagédo

aos seus respectivos controle.

Os extratos secos nebulizados foram padronizados com 0s marcadores quercetina
para M. urundeuva, A. colubrina e canferol para P. pyramidalis mostraram-se viaveis
para o desenvolvimento de formulagdes com baixa toxicidade. Esse trabalho contribui
para uma melhor compreensdo da toxicidade aguda das plantas M. urundeuva, P.

pyramidalis e da A. colubrina, que sdo comumente utilizadas no Cariri paraibano.
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