UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
LABORATORIO DE TECNOLOGIA FARMACEUTICA
MAISA FREIRE CARTAXO PIRES DE SA

AVALlA(;AQ DA TOXICIDADE PRE-CLINICA DO EXTRATO
HIDROALCOOLICO BRUTO DAS FOLHAS DE Costus spicatus
Swartz

Joao Pessoa

2008



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
LABORATORIO DE TECNOLOGIA FARMACEUTICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM PRODUTOS NATURAIS E
SINTETICOS BIOATIVOS

AVALlA(;AQ DA TOXICIDADE PRE-CLINICA DO EXTRATO
HIDROALCOOLICO BRUTO DAS FOLHAS DE Costus spicatus
Swartz

MAISA FREIRE CARTAXO PIRES DE SA

Joao Pessoa
2008



MAISA FREIRE CARTAXO PIRES DE SA

AVALIA(;AQ DA TOXICIDADE PRE-CLINICA DO EXTRATO
HIDROALCOOLICO BRUTO DAS FOLHAS DE Costus spicatus
Swartz

Tese apresentada ao Programa de Poés-
Graduacao em Produtos Naturais e Sintéticos
Bioativos do Centro de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal da Paraiba, em
cumprimento as exigéncias para obtencao do
titulo de Doutor em Produtos Naturais e
Sintéticos Bioativos (Farmacologia).

Orientadora: Prof? Dr?2 Margareth de Fatima Formiga Melo Diniz

Co-orientador: Prof. Dr. Isac Almeida de Medeiros

Joao Pessoa
2008



S11la S4&, Maisa Freire Cartaxo Pires de

Avaliacdo da toxicidade pré-clinica do extrato
hidroalcodlico bruto das folhas de Costus spicatus Swartz/
Maisa Freire Cartaxo Pires de S4&. - Jodo Pessoa, 2008.

118p.: il.

Orientadora: Margareth de Fatima Formiga Melo Diniz.

Co-orientador: Isac Almeida de Medeiros

Tese (doutorado) UFPb/CCS

1. Toxicologia. 2. Costus spicatus Swartz. 3. Toxicidade.

UFPDb/BC CDU: 615.9 (043)




AVALlA(;AQ DA TOXICIDADE PRE-CLINICA DO EXTRATO
HIDROALCOOLICO BRUTO DAS FOLHAS DE Costus spicatus
Swartz.

MAISA FREIRE CARTAXO PIRES DE SA
Tese aprovada em 21/01/2008

BANCA EXAMINADORA

Prof2. Dra. Margareth de Fatima Formiga Melo Diniz
Orientadora

Prof2. Dra. Liana Clébia Soares Lima de Morais
Examinadora interna

Profa. Dra. Edeltrudes de Oliveira Lima
Examinadora interna

Prof. Dr. Antdnio Pedro de Araudjo Filho
Examinador externo

Profa. Dra. Jane Sheila Higino
Examinadora externa



Vi

Sem sonhos, as perdas se tornam insuportaveis,
as pedras do caminho se tornam montanhas,

os fracassos se transformam em golpes fatais.
Mas, se vocé tiver grandes sonhos...

seus erros produzirdo crescimento,

seus desafios produzirdo oportunidades,

seus medos produzirdo coragem.

Augusto Cury
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RESUMO

SA, MAISA FREIRE CARTAXO PIRES. Avaliagdo da toxicidade pré-clinica do
extrato hidroalcoolico bruto das folhas de Costus spicatus Swartz. (Tese). Programa
de PoOs-graduagcdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos. 2008.

Costus spicatus Swartz (Costaceae) conhecida com o nome de “cana do brejo” é
usada como diurético e em doencas do trato urinario particularmente, para expelir
calculo renal. O objetivo deste trabalho foi realizar estudo toxicolégico pré-clinico
agudo e crénico, com o extrato hidroalcodlico bruto (EHB) das folhas de C. spicatus
de acordo com a RE n® 90/2004 da ANVISA. Inicialmente realizou-se uma triagem
fitoquimica que demonstrou a presenca de esteréides e flavonoides, principalmente.
Ainda determinou-se a ClLsp do extrato como sendo 294,7 ug/mL através do
bioensaio com Artemia salina L. A triagem farmacolégica comportamental e
toxicidade aguda foram realizadas utilizando-se ratos Wistar e a dose de EHB foi
2 g/kg. Na avaliacdo comportamental o extrato ndo mostrou interferéncia sobre o
SNC. Nao ocorreram alteracées na evolucdo ponderal nem no consumo de agua e
alimentos em ambos os sexos. O estudo hematoldgico evidenciou leucopenia nas
fémeas. Nos parametros bioquimicos observou-se aumento dos niveis de colesterol,
FAL, proteinas totais, albumina e potassio e uma diminuicdo da uréia e creatinina
em ambos o0s sexos. Em machos ocorreu elevacéo de trigliceridios e reducao dos
niveis de acido Urico. As fémeas mostraram niveis elevados de AST. No estudo da
toxicidade crénica foram administradas as doses 14 mg/kg, 42 mg/kg e 126 mg/kg
do EHB. A temperatura e glicemia dos animais permaneceram normais durante o
tratamento. Com relacdo ao consumo de &gua, os resultados sdo diversos. Na
avaliacdo do consumo de alimento, verificou-se que houve aumento da ingesta de
racdo em ambos os sexos. No tangente a evolucdo ponderal os animais de ambos
0s sexos aumentaram de peso somente na 2% semana de tratamento com a dose de
126 mg/kg. No teste de campo aberto ficou caracterizada alteracdo central, em
machos, houve aumento do “grooming” na dose de 42 mg/kg e nas fémeas
diminuicdo deste comportamento nas doses 14 mg/kg e 126 mg/kg. O tratamento
com EHB (126 mg/kg) mostrou diminuicdo significante do desempenho de ratos
machos no rota-rod. Com relacdo ao estudo bioquimico alteracbes foram
observadas em ambos 0s sexos e nos seguintes parametros: uréia, colesterol total,
trigliceridios, LDH, amilase, proteinas totais, so6dio e potassio. A maioria destas
alteracdes foi reversivel no grupo satélite. Na analise dos parametros hematoldgicos
ficou evidente a ligeira tendéncia a neutrofilia e linfocitopenia tanto em machos
quanto em fémeas. Pode-se notar que o EHB possui baixa toxicidade frente a
Artemia salina L. Os estudos toxicologicos pré-clinicos agudo e crénico do EHB de
C. spicatus em ratos demonstraram baixa toxicidade na dose de uso popular e
poucas alteracdes nos parametros hematoldgicos e bioquimicos nas maiores doses.
Na avaliagdo microscépica o EHB nao promoveu alteracdes histotologicas de carater
clinico importante no tocante ao coracdo, rins, e pulmdes. No figado houve
modificacdes histopatolégicas de relevancia clinica na dose de 126 mg/kg. De
acordo com andlises dos dados obtidos, é possivel inferir que o EHB das folhas de
C. spicatus apresenta baixa toxicidade.

Palavras chaves: Toxicidade, C. spicatus, Ensaios pré-clinicos.
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ABSTRACT

SA, MAISA FREIRE CARTAXO PIRES DE. Evaluation of the pre-clinical toxicity of
the hydroalcoholic crude extract of leaves from Costus spicatus Swartz. (Thesis).
Programa de Pés-graduacao em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos. 2008.

Costus spicatus Swartz (Costaceae) known as “cana-do-brejo” is used as diuretic
and in diseases of the urinary tract, particularly for expelling urinary stones. The
objective of the present work was accomplished acute and chronic toxicological
studies with the hydroalcoholic crude extract (EHB) of the leaves of C. spicatus in
agreement with the RE 90/2004 ANVISA. A phytochemical screening and the
bioassay using Artemia salina Leach were executed. The phytochemical screening
showed the presence mainly of steroids and flavonoids. The medium value of the
LCso (294,70 png/mL) was determined through the Artemia salina assay. The acute
toxicological assays were realized using Wistar rats and the dose of EHB was 2 g/kg.
In the behavioral evaluation the extract did not demonstrate influence on the CNS.
Changes did not occurre in the weight evolution, water and food consumption in
males and females rats. The hematological study evidenced decrease in levels of
leucocytes in females. In relation to the biochemical parameters it was seen increase
of total cholesterol, FAL, total proteins, albumin and potassium and decrease of urea
and creatinin seric levels in animals of both sexes. In males occurred increase of
triglycerides and decrease of uric acid levels. The females showed increase in AST
levels. In the chronic toxicity studies were administered the doses of 14 mg/kg, 42
mg/kg e 126 mg/kg of the EHB. The temperature and glycemic levels did not show
any alteration during treatment. In relation to the water consumption, the results were
various. In both sexes was observed increased of the food consumption. The males
and females rats increased body weight on the 2" week of the treatment in the dose
of 126 mg/kg. In test open field was characterized central change, in males, occurred
a rise of the grooming in the dose of 42 mg/kg and females decreased this behavior
in the doses of 14 mg/kg and 126 mg/kg. The treatment with the EHB 126 mg/kg
showed significant impairment of males rats rota-rod performance. In relation to
biochemical study, changes were seen in animals of both sexes and in the following
parameters: urea, total cholesterol, triglycerides, LDH, amylase, total proteins,
sodium and potassium. Most of these alterations were reversible on the satellite
group. In the hematological parameters analysis it become clear the light tendency to
a rise of neutrophils and reduction of lymphocytes of both sexes. The toxicological
screening using Artemia salina L. demonstrated that EHB has low toxicity. Pre-
clinical toxicological acute and chronic studies of the EHB of Costus spicatus in rats
demonstrated low toxicity in the dose of popular use and few alterations in the
hematological and biochemistry parameters in the highest doses. In the microscopic
evaluation the EHB did not promote histological alterations relevant on heart, kidneys
and lungs. Histopathological changes in the liver were seen in dose of 126 mg/kg. In
accord with analyses of the results, is possible to infer that the hydroalcoholic crude
extract of leaves from C. spicatus show low toxicity.

Key words: Toxicity, Costus spicatus Swartz, pre-clinical assays.
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1 INTRODUCAO

Ha milhares de anos, o homem vem utilizando os recursos naturais, em
especial da flora vegetal, no tratamento de diversas patologias. No Brasil, o uso de
plantas medicinais utilizadas principalmente em rituais de cura pelos povos
indigenas foi descrito pelos portugueses no ano de 1500, quando de seu
descobrimento (PETROVICK; MARQUES; DE PAULA, 1999; FERRO, 2006). Nos
dias atuais as plantas com propriedade medicinal sdo comercializadas em diferentes
locais, desde feiras livres, drogarias, farmacias, mercados populares e até mesmo
em quintais residenciais em diferentes regides do pais (MACIEL et al., 2002).

Atualmente é perceptivel a multiplicagdo dos programas de fitoterapia
apoiados pelo Servico Publico de Saude (ALVES, 2006). Todavia, inuUmeras
espécies medicinais da flora nativa sdo consumidas com pouca ou nenhuma
comprovagao de suas propriedades farmacolégicas, podendo assim acarretar um
sério problema de salude publica. E importante ressaltar que efeitos adversos,
adulteracao do produto, toxicidade e interagcdes medicamentosas sao possiveis de
ser verificados tanto com medicamentos alopaticos convencionais quanto com os
fitoterapicos (VEIGA e ANGELO, 2005; LIMA, 2007).

A portaria n° 971 de 3 de maio de 2006 do Ministério da Saude, aprova a
Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no Sistema
Unico de Saude. Esta portaria define a fitoterapia como “terapéutica caracterizada
pelo uso de plantas medicinais em suas diferentes formas farmacéuticas, sem a
utilizacado de substancias ativas isoladas, ainda que de origem vegetal’. Tem como
objetivos incorporar e implementar as Praticas Integrativas e Complementares no

Sistema Unico de Saude, na perspectiva da prevengao de agravos e da promocéo e



recuperacao da saude, com énfase na atengdo basica, voltada para o cuidado
continuado, humanizado e integral em saude; contribuir para a ampliagdo do acesso
as Praticas Integrativas e Complementares, garantindo qualidade, eficacia e
seguranga no uso; promover a racionalizagcao das agdes de saude. Apresenta como
uma das suas diretrizes a elaboracdo da Relagdo Nacional de Plantas Medicinais e
da Relagao Nacional de Fitoterapicos (BRASIL, 2006).

O Decreto n® 5.813 de 22 de junho de 2006 aprova a Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos, e tem como objetivo garantir a populagao
brasileira 0 acesso seguro e o uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos,
promovendo o uso sustentavel da biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia
produtiva e da industria nacional (BRASIL, 2006).

Pesquisas demonstram que a despeito da crescente importancia dos
medicamentos fitoterapicos, relativamente poucos trabalhos foram realizados a fim
de comprovar sua eficacia e seguranga, sendo que muitas plantas ainda sao usadas
somente com base em informagdes etnofarmacolégicas (TUROLLA e
NASCIMENTO, 2006). Portanto, o estudo farmacoldgico das drogas vegetais,
constitui um passo importante na aquisicdo de novos conhecimentos cientificos e
aprimoramento da medicina tradicional, permitindo que os resultados dos estudos
farmacolégico e clinico-farmacolégico sejam retomados a populagdo, com
identificacdo da espécie, parte empregada, modo de preparo, melhores informacdes
de uso e seguranca e eficacia assegurada (SIXEL e PECINALLI, 2005).

Embora os produtos naturais tenham amplos espectros terapéuticos e
baixa incidéncia de efeitos colaterais, ndo sdo considerados como substancias

in6cuas, sendo extremamente necessaria a realizagdo de ensaios toxicolégicos para



fornecer a comunidade dados cientificos sobre seguranga ou toxicidade das plantas
(ASSEMI, 2001).

A toxicologia € uma ciéncia voltada para o conhecimento de todos os
aspectos das intoxicagdes, desde a prevencao de sua ocorréncia até a recuperagao
do paciente (BRITO, 1994; MACHADO, 2004).

As substancias quimicas, que sao transformadas em medicamentos,
devem ter eficacia terapéutica e ndo apresentar toxicidade. Infelizmente, todas as
substancias quimicas possuem o potencial de causar efeitos indesejaveis.
Entretanto, é fundamental que durante o processo de desenvolvimento dos farmacos
sejam selecionadas substancias que apresentem uma boa margem de seguranca
entre a dose que causa os efeitos desejaveis ou terapéuticos e a que causa os
efeitos indesejaveis ou téxicos (KLAASSEN, 2006).

Para o desenvolvimento de novos medicamentos € necessaria a
realizagao de estudos pré-clinicos que consiste de testes em animais de laboratdrio
e uma fase clinica ou testes clinicos, quando os medicamentos sao testados nos
seres humanos. A fase pré-clinica tem por objetivo principal o fornecimento de
informagdes suficientes acerca da farmacologia e toxicologia da substancia em
analise para que assim possam ser realizados estudos clinicos com uma margem de
seguranga razoavel e pré-estabelecida (PIVETTA, 2006).

A avaliagao toxicoldgica é realizada com ensaios biolégicos em animais e
os resultados sado extrapolados para humanos, o que muitas vezes é dificil, pois os
resultados podem variar muito entre espécies. Nestes casos, 0s exames
hematoldgicos, bioquimicos, a autopsia geral, a histopatologia e a manutenc¢ao do

grupo controle para fins de comparagédo devem ser realizados, bem como a



avaliacao do estado geral dos animais e a observacado dos efeitos téxicos (LIMA,
OLIVEIRA e NAGEM, 2003).

Nesse sentido, a toxicologia pré-clinica que trata de testes descritivos de
toxicidade animal tem elevada relevancia visto que os efeitos produzidos pelas
substancias quimicas em animais de laboratorio, quando adequadamente
qualificados, servem para direcionar e correlacionar a toxicidade em seres humanos.
Os efeitos téxicos observados no homem encontram-se geralmente, na mesma faixa
de concentracdo daqueles dos animais de laboratério. Soma-se ainda o fato de que
a exposicao de animais a agentes téxicos em doses elevadas € um método
necessario e valido para a descoberta de possiveis perigos para a espécie humana
que é exposta a doses muito menores (KLAASSEN, 2006; BARROS e DAVINO,
2003).

Para que um medicamento fitoterapico seja registrado e prescrito, ele
precisa ser estudado cientificamente, seguindo os mesmos critérios utilizados para o
desenvolvimento dos alopaticos, visando confirmar sua segurancga e eficacia clinica.
Deste modo, passos importantes como estudos farmacoldgicos pré-clinicos, estudos
toxicolégicos em animais (agudo e crénico) e estudos clinicos devem ser realizados,
utilizando protocolos rigidos (CALIXTO, 2001).

No Brasil, a legislagao para medicamentos fitoterapicos vem passando por
transformagdes nos ultimos tempos. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) vem elaborando normas objetivando a regulamentagdo desses
medicamentos desde a Portaria n® 06 de 1995 que determinava prazos para que a
industria farmacéutica apresentasse dados sobre a eficacia e dados de seguranga
dos medicamentos supracitados, passando pela RDC n® 17 de 2000 até a

Resolugdo RDC n® 48/2004 e RE 90 de 16 de margo de 2004 atualmente em vigor,



que dispdem sobre o registro de medicamentos fitoterapicos propondo um guia para
a realizagao de estudos de toxicidade pré-clinica cujo objetivo principal € indicar
métodos padronizados a fim de executar tais estudos (BRASIL, 1995; BRASIL, 2000;
BRASIL, 2004).

Este trabalho com o extrato hidroalcodlico bruto das folhas de Costus
spicatus Swartz baseou-se na RE 90/2004 sendo realizados ensaios de toxicidade
aguda e crbnica de doses repetidas ou longa duragcédo (BRASIL, 2004).

Por defini¢cdo, a toxicidade aguda avalia o efeito nefasto produzido dentro
de um curto periodo de tempo e que resulta da administracdo de uma dose unica ou
de varias doses de uma substancia em um periodo de 24 horas (BRITO, 1994).

A toxicidade aguda é uma avaliagdo estimativa e preliminar das
propriedades toxicas de uma substancia, fornece subsidios a cerca dos riscos a
saude resultantes de uma exposi¢ao de curta duracédo (BRITO, 1994; LARINI, 1997).
Neste contexto, este estudo foi realizado visando servir de alicerce para estabelecer
um regime posologico para pesquisas sobre toxicidade crénica (com doses
repetidas), além de proporcionar informagdes iniciais sobre o0 modo de agao toxico
do farmaco em questao.

A toxicidade cronica diz respeito ao efeito nocivo que é produzido no
animal resultante da administragao repetida e diaria da substancia, considerando-se
o0 aumento de suas concentragdes ou de seus metabdlitos, sobre tecidos sensiveis.
O estudo da toxicidade cronica tem por objetivo caracterizar o perfil toxicolégico de
uma substancia administrada repetidamente a uma espécie de mamifero por longos
periodos de tempo. Fornece informagdes quanto aos riscos potenciais para a saude,
resultantes de uma exposig¢ao oral de repetidas doses de um dado agente por um

periodo longo e conhecimentos adicionais sobre o6rgaos-alvo, possibilidade de



efeitos cumulativos e informacdes iniciais de seguranga concernentes a exposi¢cao
da substancia-teste para o homem (BRITO, 1994; LARINI, 1997; CARVALHO,
2005).

A escolha da espécie C. spicatus fundamentou-se na sua larga utilizacao
pela populacdo brasileira, considerando que esta planta é dotada de propriedades
terapéuticas importantes e que na sua constituicdo quimica registra-se a presenca
de uma gama de compostos, por exemplo, flavondides glicosilados, taninos, acido
oxalico, sitosterol, saponinas, mucilagens, pectinas (ALBUQUERQUE, 1989;
CORREA; SIQUEIRA-BATISTA, QUINTAS, 1998; VIEIRA e ALBUQUERQUE, 1998;
SILVA; BERNARDO; PARENTE, 1999 e 2000). Além disso na revisdo bibliografica
realizada nao foi encontrado registros do perfil toxicolégico desta planta.

Levantamentos bibliograficos, inclusive, através do Banco de Dados da
Universidade lllinois, Chicago, denominado “Natural Products Alert” (NAPRALERT)
demonstraram que a espécie C. spicatus é desconhecida do ponto de vista cientifico
toxicologico.

Como n&o foram encontrados relatos cientificos no tocante a toxicidade
dessa espécie, esta pesquisa se inseriu na perspectiva de prover informacdes
cientificas sobre os aspectos toxicolégicos desta planta medicinal, fornecendo
subsidios para investigagdes clinicas futuras através de ensaios toxicoldgicos pré-
clinicos utilizando protocolos cientificos rigidos, internacionalmente aceitos, que séo

descritos na Resolugao 90/2004 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.



1.1 Aspetos etnobotéanicos

A familia Costaceae consiste de quatro géneros e possui mais de 150
espécies. As espécies do género Costus s&o nativas de areas tropicais da Asia,
Africa, Australia e das Américas. O género Costus é constituido por mais de 100
espécies. Outros géneros incluem Tapeinochilos, com cerca de 20 espécies,
Dimerocostus (duas espécies) e Monocostus uma espécie (MONTOSO GARDENS,
2007).

Existem relatos de que constituintes das plantas dessa familia
encontradas na Malasia ndo apresentam atividades bioldgicas, entretanto, muitas
outras espécies da familia Costaceae apresentam atividade antioxidante e
antimicrobiana (IWU e ANYANWU, 1982; SIRAT, 1994; GASPARRI, 2005).

C. spicatus € uma espécie pertencente a esta familia e tem distribuicdo em
varias partes do mundo como no sul do México, Yucatan, Costa Rica, norte da
Colbmbia e Brasil. A designacdo “cana-do-brejo” é também usada para indicar
outras espécies de Costus que potencialmente possuem a mesma utilizagcdo na
medicina popular. Planta perene, rizomatosa, ereta, ndo ramificada, de 1-2 metros
de altura. Folhas alternas, cartaceas, bainhas papiraceas de 25-40 cm de
comprimento. Inflorescéncias terminais, grandes bracteas, vistosas que protegem as
flores de cor amarelada. A espécie reproduz-se por sementes ou vegetativamente
através de rizoma. E cultivada como ornamental e como medicinal (LORENZI e

MATQOS, 2002).



Figura 1: Aspectos gerais de C. spicatus.

QUADRO 1: Classificagao da espécie de C. spicatus (APG Il, 2003).

Ordem Zingiberales Griseb

Familia Costaceae Nakai

Género Costus

Espécie Costus spicatus Swartz

Nome vulgar “cana-do-brejo”
“cana-de-macaco”
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No Brasil a planta € conhecida como “cana-do-brejo” é encontrada em
matas litorAneas (SILVA; BERNARDO; PARENTE, 2000). E conhecida ainda como
‘canarana”, “cana-do-mato”, “cana-de-macaco”, “cana-branca-do-brejo”, “perind”,
“jacuacangd”, “ubacaia”’, “paco-caatinga” (CORREA, 1984; CARRICONDE, 1996;
SILVA; DINIZ; OLIVEIRA, 2002).

Pesquisas realizadas sob o ponto de vista etnofarmacologico
(CARRICONDE, 1996; SILVA; DINIZ; OLIVEIRA, 2002;), demonstraram uma vasta
utilizacado da planta C. spicatus, sobretudo de suas folhas e hastes, cujas formas
farmacéuticas habituais sdo: infusos, decoctos, alcoolaturas.

A grande diversidade de espécies do género Costus encontradas no Brasil
e suas propriedades medicinais contribuem para que estas plantas tenham ampla
utilizacdo no meio popular (CORREA, 1984; CARRICONDE, 1996).

A infusdao de folhas, hastes e rizomas destas espécies sao utilizadas no
tratamento de males da bexiga e uretra. Tém-se mostrado eficaz na expulsdo de
calculos renais. Apresentam outras propriedades terapéuticas, por exemplo,
atividades antimicrobiana, antiinflamatoria e emoliente. Citam-se ainda como usos
farmaco-terapéuticos: adstringente, diurético, depurativo, diaforético, emenagogo,
usada no tratamento das nefrites, uretrite, blenorragia e leucorréia. O decocto é
empregado em injecdes uretrais e em irrigagdes vaginais e tratamento de ulceras
cutaneas (CARRICONDE, 1996; ARAUJO et al., 1999; SILVA; BERNARDO;
PARENTE, 2000; SILVA; DINIZ; OLIVEIRA, 2002).

Estudo realizado por Caceres et al. 1987 em ratos, com decocto da casca
do caule de C. spicatus administrado através de sonda nasogastrica, demonstrou

acao diurética.
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Algumas espécies da familia Costaceae tém sido relatadas por possuirem
atividades bioldgicas tais como: antifungica, antioxidante, inseticida, antimicrobiana e
antiinflamatéria (HABSAH et al., 2000). Trabalhos microbiolégicos realizados com a
espécie C. spicatus demonstraram atividade contra varios microorganismos:
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Psedomonas aeruginosa, Salmonella typhi,
dentre outros (MISAS et al., 1979).

Estudo quimico realizado com as folhas de C. spicatus culminou com o
isolamento e elucidagao estrutural de flavondides glicosidicos, os quais exibiram
propriedades antiinflamatérias, tendo efeito inibitério sobre a produgdo de oxido
nitrico ativada por macréfagos. Resultados sugestivos que podem justificar o uso
deste vegetal na medicina tradicional brasileira em desordens inflamatdrias
(SILVA et al., 2000; GASPARRI, 2005).

Outros estudos demonstraram que o extrato aquoso (planta inteira) de
Costus spiralis Roscoe administrado por via oral reduziu a formagao de calculos
renais em ratos induzidos por cristais de oxalato de calcio ou implantes de disco de
zinco na bexiga urinaria. A dose de 0,5 g/kg do extrato que demonstrou propriedade
litica foi efetiva em ambos o0s sexos e nao apresentou sinais de toxicidade ou
alteracbes na atividade motora dos animais por mais de quatro semanas de

administragédo (ARAUJO VIEL et al., 1999).
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

e Contribuir com estudo cientifico de C.spicatus;

e Realizar ensaios toxicolégicos pré-clinicos agudo e crénico com o extrato
hidroalcodlico das folhas de C. spicatus de acordo com a Resolu¢do RE
n®90/2004 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria com algumas

modificacdes.

1.2.2 Objetivos especificos

e Realizar revisao bibliografica sobre o género Costus e, em especial,
C. spicatus;

e Realizar ensaio toxicoldgico preliminar com Artemia salina L.;

e Avaliar a toxicidade aguda e crbnica do extrato hidroalcodlico de C. spicatus
em ratos Wistar mediante a observacdo, nesta espécie, dos parametros
autondmicos e centrais bem como alteracbes em parametros metabdlicos,

bioquimicos, hematoldgicos e histologicos.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Local da pesquisa

Os ensaios toxicoldgicos pré-clinicos foram desenvolvidos no Laboratério
de Ensaios Toxicolégicos (LABETOX) e no biotério Prof. Thomas George-LTF-UFPB
do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica prof. Delby Fernandes de Medeiros
LTF/CCS/UFPB e nos laboratérios de analises clinicas e patologia clinica do
Hospital Universitario Lauro Wanderley (HULW) da Universidade Federal da
Paraiba.

O projeto foi protocolado no Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEPA)

com o n® 0501/05.

2.2 Materiais

2.2.1 Material botanico

O material botanico utilizado nos ensaios foram folhas de C. spicatus
obtido do horto de plantas medicinais do LTF-UFPB, onde a planta é cultivada, sob a
supervisdao do agrénomo Fernando Antdnio Viana. A identificacdo e descricéo
morfolégica foi realizada pela botanica Prof® Dr? Rita Baltazar, do setor de botanica
CCEN-UFPB. Uma amostra representativa encontra-se no Herbario Lauro Pires

Xavier, desta Universidade.
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2.2.2 Animais

Neste estudo foram utilizadas duas espécies animais: larvas de Artemia

salina L. e ratos Wistar Rattus norvegicus.

2.2.2.1 Artemia salina Leach

Os cistos de Artemia salina L. foram provenientes do Laboratério de
Ensaios Toxicolégicos (LABETOX) do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica (LTF)
da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), sendo guardados sob resfriamento de
5 °C até a execucgdo do experimento. Larvas de Artemia salina L. (Figura 2), um
crustaceo da classe Anostracea, (Brine Shrimp Test), foram utilizadas na forma de
metanauplio, sendo calculada a Concentragdo Letal Média (CLsg), um dos

parametros de avaliagao da atividade bioldgica/toxicologica (LOPES et al.,2006).

Figura 2: Artemia salina Leach
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2.2.2.2 Roedores

Ratos Wistar (Figura 3), albinos (Rattus norvegicus), adultos, machos e
fémeas (nuliparas e nao-gravidas), pesando entre 200 e 300 gramas, nao devendo
ultrapassar em 20 % o peso entre eles, fornecidos pelo biotério Prof. Thomas
George do LTF da Universidade Federal da Paraiba. Todos os animais foram
agrupados em gaiolas de polietileno, contendo cinco animais em cada, mantidos sob
condicdes controladas de temperatura de 27 + 2 °C, sem uso de qualquer tipo de
medicacao, tendo livre acesso a comida (tipo pellets da ragdo marca Purina®) e
agua potavel disponivel em garrafas graduadas de polietileno com bicos em vidro
colocados nas grades metélicas das gaiolas localizadas na sua parte superior.

Os animais foram mantidos em ciclo claro-escuro de doze horas (com fase

iluminada das 6 as 18 horas).

Figura 3: Rato Wistar (Rattus norvegicus)
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2.2.3 Aparelhagem

e Luminaria com lampada de 40W;

e Pipeta Pasteur para bioensaio;

e Analisador bioquimico automatico (Figura 4) — Cobas Mira Plus® - Roche
Diagnostic System - para determinagdes bioquimicas no soro;

e Analisador de fons seletivos, Iselab®, para determinacdes dos ions sddio,
potassio, calcio e magnésio;

e Analisador hematoldgico celular automatico — Cobas Argos 50° - Roche
Diagnostic System - para obtencédo de hemograma e dosagem de plaquetas.

e HEMATEL 200°® e microscopio Olympus®, para confirmacdo e controle da
contagem das células sanguineas;

e Balanca analitica AID® - HR — 120g — Jap3o;

e Balanca eletronica BG — 8000 GEHAKA®:;

e Centrifuga BIO ENG® BE 4000, para separacéo do soro;

e Densitrdmetro BTS - 235° Biosystems, para eletroforese de proteinas,
realizadas em fitas de acetato de celulose;

e Glicosimetro ADVANTAGE® Boehringer Manhheim: monitor de glicemia com
fitas reativas;

e Microscopio RML5® Askmania-Germany, utilizado nas analises histolégicas;

e Termdémetro digital, modelo MC — 3BC®, OMRON/China;

e Aparelho de rota-rod®: (Figura 5) fabricado por Ugo Basile (Italia), modelo
7750. Originalmente descrito por DUNHAM e MIYA, 1957. Avalia a

capacidade motora dos animais.
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e Aparelho de Campo Aberto ou “open field”: (Figura 6) desenvolvido pelo
LTF/UFPB, semelhante ao descrito por BROADHURST, 1960, com
adaptacdes de MORAIS et al., 1998, para avaliagdo da capacidade

exploratéria dos animais.

Figura 4: Analisador bioquimico
Automatico Cobas Mira Plus® - Roche

Figura 5: Aparelho de rota-rod

Figura 6: Aparehoeampo aberto
(LTF/UFPB).
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2.2.4 Drogas utilizadas

Extrato hidroalcodlico bruto (EHB) das folhas de C. spicatus

EDTA (acido etilenodiaminotetracético)

Solugao formol 10%

Alcool etilico 95% (MERCK, BRASIL)

2.3 Metodologia

2.3.1 Obtencéo do extrato hidroalcodlico bruto das folhas de C. spicatus.

As folhas frescas de C. spicatus, pesando 12,0 kg, foram submetidas a
secagem em estufa com ar circulante, a 38 °C, por 72 horas, e trituradas em moinho
tipo Harley. O material pulverizado (1,2 kg) foi submetido a extragdo por maceragao
com etanol 50% (etanol:agua 1:1). Em seguida o material foi filtrado e submetido a
uma nova extragdo por igual periodo. As solugdes hidroalcodlicas obtidas, apods
concentragéo do solvente em evaporador rotativo sob pressdo reduzida, a 60 °C,
deram origem ao extrato hidroalcoodlico bruto o qual serviu de matéria prima para a

realizacdo dos ensaios toxicoldgicos pre-clinicos.
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Figura 7: Desenho esquemético da marcha para obtencdo do extrato

hidroalcodlico bruto das folhas de C. spicatus.

Folhas secas e pulverizadas de C. spicatus

(1200 g)

por 3 dias.
e Filtragao

e Extracdo com etanol 50% por maceragao

e Concentracao a vacuo

Filtrado
hidroalcoodlico

Evaporacao do
solvente em
rotaevaporador

Marco

e Extracdo por igual periodo até
completa exaustao

e Filtracdo e evaporagdo do
solvente

Marco

Extrato Hidroalcodlico Bruto
(rendimento 9,6 %)

Ensaios Toxicoldgicos
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2.3.2 Determinacao da dose usual

Com o intuito de determinar as doses a serem utilizadas nos ensaios
toxicolégicos pré-clinicos cronico foram feitas preparagdes com folhas: infusos e
alcoolatura de acordo com a indicac&o popular.

A alcoolatura de folhas de C. spicatus foi obtida por maceragdo de
30 gramas de folhas frescas, durante 3 dias, em alcool a 95°. O alcool utilizado foi de
graduacéo elevada dado o conteudo aquoso das folhas frescas.

Os infusos foram feitos da seguinte forma: 15 gramas de folhas frescas em
500 mL de agua fervente e o outro 5 gramas de folhas secas para 100 mL de agua
fervente durante 15 minutos. Feitas as preparacdes, procedeu-se a realizacdo da
determinacao do peso seco. Tomou-se 1 mL de cada preparacéao, transferiu-se para
um cadinho tarado e o colocou em estufa a 100 - 105 °C. Apds a evaporagdo do
solvente obteve-se um residuo sélido, cuja quantidade pode-se dizer que é
especifica (PRISTA et al., 1990).

Foram obtidos os seguintes residuos secos: 1,3 mg/mL, 5 mg/mL e
6 mg/mL, respectivamente, infuso folhas frescas, infuso folhas secas e alcoolatura.

Para a alcoolatura a dose usual obtida foi 1,30 mg/kg/dia (fundamentado
na posologia 15 mL/dia), o infuso das folhas frescas foi de 8,4 mg/kg/dia (posologia
450 mL de ché/dia) e com o infuso de folhas secas foi de 14,3 mg/kg/dia.

A dose usual obtida foi baseada no residuo do infuso feito com as folhas
secas visto sua posologia ser de até 200 mL/dia. Considerando que um individuo
humano adulto pesa em torno de setenta quilos, a dose calculada para esta
preparagdao € de 14,3 mg/Kg/dia, sendo estabelecida a dose 14 mg/Kg/dia

comumente utilizada na terapéutica humana.



22

A Resolugdo 90/2004 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
estabelece um guia para a realizagdo de ensaios toxicolégicos pré-clinicos, o
esquema de doses propostos por esta Resolugao é que sejam utilizadas no minimo
trés doses diferentes, espagcadas geometricamente. A dose que produz o efeito
terapéutico (menor dose), a maior dose que produza um efeito adverso limitada pelo
volume da dose, e uma dose intermediaria.

Ficou estabelecido que as doses 14 mg/Kg/dia (dose de uso popular),
42 mg/Kg/dia (3 X a dose de uso popular) e 126 mg/Kg/dia (9 X a dose de uso
popular), seriam utilizadas na investigagdo da toxicidade crénica do EHB de

C. spicatus em ratos.

2.3.3 Triagem fitoquimica

Os testes para pesquisa dos metabdlitos secundarios (saponinas,
esterdides, flavondides e taninos), foram realizados segundo método desenvolvido
por Wall (1954), com pequenas modificagbes (AGRA e BARBOSA-FILHO, 1990),

utilizando-se o extrato hidroalcodlico das folhas de C. spicatus.

A) Saponinas

o Teste de espuma

. Teste de hemdlise
B) Esterdides

o Reacéao de Liebermann-Buchard
C) Alcaldides

o Reacao de Dragendorff
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o Reacao de Mayer
° Reacao de Bertrand
o Reacao de Bouchardat
D) Taninos
o Reacdo com Cloreto Férrico a 2%
o Reacao de Gelatina a 0,5%

E) Flavondides
e Fita de magnésio

e Fluorescéncia

2.3.4 Triagem toxicoldgica através do bioensaio com Artemia salina L.

O bioensaio com Artemia salina L. (Brine Shrimp Test) foi realizado de
acordo com a metodologia de McLaughlin e Rogers (1998). Cerca de 25 mg de
cistos de Artemia salina L. foram incubados em um recipiente dividido em dois
compartimentos por uma parede vasada no centro, contendo agua do mar a
temperatura de 20 a 30 °C, com um pH entre 8 - 9. Em um dos compartimentos
havia incidéncia de uma lampada de 40 watt, para onde migravam os metanauplios,
obtidos com a eclos&o dos cistos apds 48 horas de incubacéo.

Iniciou-se com uma solugdo de concentragdo 40 pug/mL do EHB, as
demais concentragdes testadas deste extrato foram 120, 360, 480 e 600 ug/mL. O
ensaio foi realizado em duplicata com as concentracdes do extrato, buscando-se
determinar a relagdo dose-resposta, enquanto um grupo controle foi colocado em
contato apenas com a agua do mar. Cada tubo com a substancia-teste, contendo 10

larvas de Artemia salina L. incluindo o controle, foi preenchido até alcangar o volume
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final de 5 mL com a agua do mar e foi incubado, no escuro, por 24 horas. As larvas
vivas e mortas foram contadas e o valor da concentracdo letal 50% (CLso) foi
determinado usando o método estatistico de Probitos (PARRA et al., 2001) utilizando

o programa Microcal Origin 6.0.

2.3.5 Estudo toxicoldgico pré-clinico agudo

2.3.5.1 Triagem farmacoldgica comportamental e toxicidade aguda

Os animais, fémeas e machos, agrupados em igual proporgao, cinco em
cada caixa, foram tratados com o extrato hidroalcodlico de C. spicatus (n=6) por
dose e sexo) por gavagem, com a dose de 2 g/kg. O grupo de animais controle
recebeu agua da torneira, de acordo com seus respectivos pesos. Realizadas as
devidas administragdes foram iniciadas as observagdes nos seguintes tempos: 30,
60, 120, 180 e 240 minutos no primeiro dia € uma vez por dia, sempre a0 mesmo
horario até completar 14 dias de observacéo.

As observagbes eram feitas seguindo um protocolo utilizado para

avaliagao de sinais téxicos gerais, desenvolvido por Aimeida et al (1999).

2.3.5.2 Evolucao ponderal e consumo de agua e alimento

Os animais foram pesados antes da administracao do extrato e durante os
dias do periodo de observacio até completar os 14 dias.
O consumo de agua foi avaliado a partir do primeiro dia apés o tratamento.

Foram disponibilizadas mamadeiras graduadas com agua (500 mL/dia), no dia
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seguinte era verificada a quantidade ingerida pelos animais. De maneira similar o
consumo de alimentos (ragao) foi avaliado, sendo disponibilizado em cada gaiola

250 g/dia de ragao.

2.3.5.3 Andlise laboratorial de sangue

Transcorridos os 14 dias de observagao, os animais sobreviventes de
ambos os grupos (controle e tratado) foram submetidos a um jejum de 12 horas. No
15° dia apds o tratamento, foi realizada a coleta das amostras de sangue através de
sangria do plexo braquial, apds o sacrificio dos animais mortos por tragao cervical. O
sangue foi coletado em tubos (devidamente identificados) com anticoagulante
(EDTA) para realizagao de exames hematoldgicos e em tubos com gel separador —
Microtainer Becton Dickson® — que foram centrifugados por 10 minutos a 3500 rpm,
para obtencéo do soro para determinacédo dos parametros bioquimicos.

Com respeito aos parametros hematolégicos estes foram analisados na
série vermelha (eritrograma): contagem de hemacias, determinagdo do hematdcrito,
da hemoglobina, do volume corpuscular médio (VCM), da hemoglobina corpuscular
média (HCM), da concentracdo hemoglobinica média (CHCM) e contagem
plaquetas. A série branca (leucograma) foi avaliada através da contagem global e
diferencial de leucdcitos. Para esta avaliagao foi utilizado o analisador celular
COBAS ARGOS 50® (ROCHE). Os esfregagos sanglineos foram corados
automaticamente no HEMATEL 200 e analisados em microscopio (OLYMPUS®)
para confirmagao de contagem diferencial de células.

Os parametros bioquimicos foram avaliados por diferentes métodos. Por

métodos enzimaticos foram determinados: glicose, uréia, creatinina, colesterol total,
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trigliceridios e acido urico. Por métodos cinéticos: transaminases (AST e ALT),
amilase e fosfatase alcalina. Pelo método de biureto foi determinado o teor de
proteinas totais e albumina. O analisador bioquimico usado para estas
determinagdes foi COBAS MIRA PLUS® (ROCHE). Os ions sddio e potassio foram
avaliados pelo analisador de ions seletivos ISELAB, utilizando-se o método do

eletrodo ion seletivo (MILLER, 1999).

2.3.6 Estudo toxicolégico pré-clinico crénico

Assim como os ensaios toxicolégicos agudos, os protocolos experimentais
da toxicidade crdnica, também foram orientados principalmente pela Resolugcao

Especifica n® 90/2004 da ANVISA.

2.3.6.1 Tratamento dos animais

Os animais pré-selecionados foram distribuidos em quatro grupos
contendo 20 animais cada (10 fémeas e 10 machos), dos quais trés grupos tratados
e um grupo controle. Os grupos experimentais receberam, por gavagem, trés
diferentes doses do extrato hidroalcodlico das folhas de C. spicatus, a saber:
14 mg/kg (dose de uso popular), 42 mg/kg (3 X a dose de uso popular) e
126 mg/kg (9 X a de uso popular). O grupo controle foi tratado diariamente com
agua, veiculo utilizado na dissolugdo do EHB. As administragdes ocorriam,
diariamente, no periodo da manha, perfazendo um total de 13 semanas.

Com o intuito de avaliar por meio do estudo de alguns parametros a

reversibilidade de eventuais efeitos téxicos provocados pelo extrato em analise,
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trinta por cento dos animais machos e fémeas tratados com as doses 14 mg/kg,
42 mg/kg e 126 mg/kg foram mantidos vivos até 30 dias apds o sacrificio dos outros

animais (grupo satélite).

2.3.6.2 Sinais toxicos gerais e letalidade

Diariamente, sempre ap6s administragcao das doses do extrato e do grupo
controle eram observados possiveis sinais de toxicidade conforme protocolo
experimental corrente no nosso laboratério proposto por Almeida et al. (1999) para
toxicidade aguda. As observagdes perduraram 13 semanas. Eventuais ocorréncias
de oObitos eram registradas e realizadas estudos macroscoépicos das visceras dos

animais que morreram durante o periodo de experimentacao.

2.3.6.3 Evolucao ponderal, consumo de agua e alimento

De modo semelhante ao descrito para o tratamento agudo, todos os
animais eram pesados diariamente e contabilizado o consumo de agua e alimento

até completar as 13 semanas.

2.3.6.4 Temperatura

Para medida da temperatura corporal foi utilizado um termémetro digital
modelo MC — 3BC® — ORON/China, cujo termosensor era lubrificado com vaselina
liquida e introduzido cinco centimetros pelo reto (atingindo o célon), semanalmente,

em todos os animais, antes do inicio e durante todo o periodo de tratamento.
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2.3.6.5 Glicemia

Durante as treze semanas de tratamento, o nivel glicémico dos animais foi
avaliado quinzenalmente da seguinte forma: os ratos foram submetidos a jejum de
12 horas e em seguida imobilizados em contensores plasticos e uma gota de sangue
foi coletada na veia caudal e analisada em fita reativa para dosagem de glicemia. A

leitura foi efetivada em monitor de glicemia Marca Advantage-Boehringer Mannhein®.

2.3.6.6 Teste do campo aberto (“open field”)

Para avaliacdo comportamental dos animais foi utilizado o aparelho de
campo aberto (CARLINI et al., 1986). Os animais tratados e controle tiveram sua
movimentagdo espontanea (ambulagdo) registrada pelo numero de cruzamentos,
com as quatro patas, entre as divisbes de campo. Foi ainda avaliado o numero de
comportamentos de autolimpeza, o ato de levantar e o numero de bolos fecais como

indice de sua emocionalidade.

Este teste foi realizado quinzenalmente, uma hora apdés a administracao
do EHB, com animais tratados e animais controle que foram expostos (durante 3
minutos para cada animal) ao aparelho para a observagdao dos parametros acima

descritos (MASUR; MARTZ; CARLINI; 1971).
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2.3.6.7 Teste “Rota Rod”

Animais tratados e controle foram colocados na barra giratéria do aparelho
“rota rod”, com velocidade constante de 9 rpm, e registrado o tempo de permanéncia
dos mesmos, com trés recondug¢des (DUNHAM e MIYA, 1957; MORAIS et al., 1998).
Este experimento era realizado quinzenalmente, para avaliagcdo de possiveis
alteracbes motoras, 1 hora apds o tratamento com as diferentes doses do EHB de

C. spicatus.

2.3.6.8 Anadlise laboratorial de sangue

Apos as treze semanas de tratamento para avaliagdo da toxicidade
cronica foram coletadas amostras de sangue, através de sangria do plexo braquial,
dos animais, machos e fémeas, dos grupos tratados com o EHB de C. spicatus e do
grupo controle para a analise laboratorial do sangue, seguindo a metodologia

descrita no ensaio agudo. O procedimento foi semelhante para os grupos satélites.

2.3.6.9 Exame anatomopatologico

Concluido o tratamento crbénico, os animais foram mortos por tracio
cervical (40% de cada grupo) e suas visceras (pulmao, coracao, figado e rins) foram
removidas e colocadas em recipientes previamente identificados e preparados com

solugéo de formol a 10%. O material coletado foi encaminhado para o laboratério a
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fim de ser realizado o exame anatomopatolégico nos 6rgaos dos animais tratados
com a maior dose do extrato de C. spicatus (126 mg/kg).

As seccbes teciduais dos orgaos excisados, fixados em formalina
tamponada, apdés 24 horas, foram resseccionadas para processamento
histopatolégico: desidratacdo com séries crescentes de alcool (70 a 100 %),
diafanizacdo em xilol, impregnagao e inclusdo em parafina, segundo os métodos
habituais. Em micrétomo, os fragmentos tissulares foram seccionados em espessura
de 3,0 ym e subseqientemente submetidos a coloragdo hematoxilina-eosina,

tricromico de Masson e vermelho picrossirius e examinados ao microscopio optico.

2.3.7.0 Anélise estatistica

Nos testes de toxicidade frente a Artemia salina foi utilizado o método

estatistico de probitos no programa Microcal Origin 6.0 (FINNEY, 1971).

Nos testes de toxicidade em ratos, os resultados foram expressos em
média + erro padrdo da média para cada grupo de animais. Os resultados foram
analisados realizando-se analise de variancia (ANOVA) seguido do Teste de Dunnet,
Teste “t” e Mann-Whitney com limites de seguranca de 95 %. Nestas analises foi

utilizado o programa estatistico GraphPad Prism versao 4.02.



Resultados
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3. RESULTADOS

3.1 Obtencéo do extrato hidroalcodélico bruto das folhas de C. spicatus (EHB) e

triagem fitoquimica.

O extrato hidroalcodlico bruto das folhas de C. spicatus (EHB) apresentou

um rendimento de 9,6%. O “screening” fitoquimico demonstrou a presenca

principalmente de esterdides e flavondides (Tabela 1).

Tabela 1: Determinacao da triagem fitoquimica do EHB de C. spicatus.

FITOQUIMICA PARTE DA PLANTA
GRUPO QUIMICO METODOS FOLHAS
Bourchardat _
. Mayer
ALCALOIDES —
Dragendoff _
Acido silico-tungstico ~
0,12 +
ESTEROIDES 0,25 +
0,50 i+
Gelatina 0,50 +
TANINOS 2,00 +
FeCls 2,00 +
, Fita de magnésio ++
FLAVONOIDES
Fluorescéncia ++
SAPONINAS Espuma +
(-) Reagéo negativa (++) Reagdo moderadamente positiva
(+) Reacgao fracamente positiva (+++) Reagéao fortemente positiva

(MATOS, 1997)
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3.2 Triagem toxicoldgica através do bioensaio com Artemia salina L.

No bioensaio usando larvas de Artemia salina L. o tratamento com o EHB
de C. spicatus ndo demonstrou a ocorréncia de mortes na concentragao de
40 pg/mL sendo 600 ng/mL a concentragcado responsavel por 100% de obitos. A

concentragao letal 50% (CLsp) obtida para o EHB de C. spicatus foi 294,7 ug/mL.

3.3 Estudo toxicoldgico pré-clinico agudo

3.3.1 Triagem farmacoldgica comportamental e toxicidade aguda

Durante o periodo das 4 horas que se seguiram a administragao de 2 g/kg
do EHB, os animais ndo demonstraram sinais de toxicidade. Nenhuma morte foi
observada durante os 14 dias de experimento. A observagao ocorreu aos 30, 60,
120, 180 e 240 minutos no primeiro dia apés o tratamento e uma vez por dia nos

13 dias seguintes.

3.3.2 Evolucéo ponderal, consumo de 4gua e alimento

A administracdo do EHB na dose de 2 g/kg nado alterou a evolugéo
ponderal de ambos o0s sexos em relagao aos respectivos grupos controle, conforme
pode ser visto na Tabela 2.

O consumo médio de agua e alimentos dos animais (machos e fémeas)
nao foi alterado de forma significativa com a administragdo do EHB na dose 2 g/kg

(Tabela 3).
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Tabela 2: Variagao da evolugao ponderal de ratos, machos e fémeas, tratados com

a dose de 2 g/kg do EHB de C. spicatus durante 14 dias.

Tratamento Machos Fémeas

Variacao de peso (g)

Controle 135+24 10,8+1,1

EHB 2 g/kg 171+17 112+13

Os valores estdo expressos em média + e.p.m. (n=6). Teste “t” de Student.p > 0,05.

Tabela 3: Consumo de agua e ragao de ratos, machos e fémeas, tratados com a

dose de 2 g/kg do EHB de C. spicatus durante 14 dias.

Machos Fémeas

Consumo de agua (mL)

Controle 2418 + 13,8 188,6 + 15,1
EHB 2 g/kg 262,9+17,2 173,6 + 14,4
Machos Fémeas

Consumo de racéo (g)

Controle 203,1+6,5 149,0+8,0

EHB 2 g/kg 194,9+59 160,2 + 7,6

Os valores estao expressos em média + e.p.m. (n=6). Teste “t” de Student. p > 0,05.
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3.3.3 Andlise laboratorial de sangue

3.3.3.1 Parametros bioquimicos

Os resultados das analises dos parametros bioquimicos do sangue obtido
dos animais submetidos ao experimento estao representados na Tabela 4.

Conforme os dados, pode-se observar que o EHB na dose de 2 g/kg
reduziu o nivel de uréia (grafico 1) e creatinina (grafico 2) ao mesmo tempo em que
aumentou os niveis de colesterol total (grafico 3), fosfatase alcalina (grafico 4),
proteinas totais (grafico 5), albumina (grafico 6) e potassio (grafico 7) em ambos os
SEXO0s.

Outras alteragdes bioquimicas foram vistas apenas com os machos. Nos
graficos 8 e 9 podem ser observadas a diminuicdo sérica de acido urico e elevagao
produzida pelo extrato nos niveis de trigliceridios, respectivamente.

Ainda foi observado, apenas com as fémeas, o aumento nos niveis de

AST (grafico 10).
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Tabela 4: Parametros bioquimicos obtidos do soro de ratos tratados com a dose de

2 g/kg do EHB de C. spicatus durante o ensaio de toxicidade aguda.

Parametros Fémeas Machos

bioquimicos Controle EHB 2 g/kg Controle EHB 2 g/kg
Glicose (mg/dL) 922+ 3,3 86,2 +2,9 87,5+ 3,2 942+ 3,3
Uréia (mg/dL) 41,15+1,3 29,2 + 1,8 441414 33,2+21
Creatinina (mg/dL) 0,4+0,0 0,3+0,0° 0,4+0,0 0,3+ 0,0
Acido urico (mg/dL) 1,6 +0,1 1,4+0,2 1,5+ 0,1 0,7+0,0
gﬁ;jgﬁro' total 50,1+ 1,8 66,7+ 3,7 60,2+ 1,2 77,7+2.1
(Trgg}'gf)r idios 95,2 +1,2 96,3 + 5,4 92,8+ 1,3 128,8+1,1"
AST (U/L) 116,8 + 3,4 163,0 £ 15,4" 114,7 +2,8 128,3+6,0
ALT (U/L) 53,5+2,3 59,8 +4,6 53,8 +0,8 59,3+1,5
(FS/SLff‘tase alcalina 81,027 164,8+255% | 96,3+27 | 164,7+16,9
g/%tf)"”as totals 61402 76403 6,6+0,2 73+0,1%
Albumina (g/dL) 3,4+0,1 4,7+0,1 3,5+0,1 4,3+0,3*
Globulina (g/dL) 26+1,0 2,9+0,2 2,6+0,1 2,8+0,1
Sédio (mEq/L) 139,3+0,7 153,2 +3,3 150,8 £ 2,7 158,3 £ 4,2
Potassio (mEq/L) 4,8+0,1 95+0,6 4,9+0,0 8,3+0,3
Calcio (mEg/L) 7.7+08 70+04 7,8+0,2 7,7+0,1
Magnésio (mEq/L) 2,2+0,1 24400 21400 2,4+0,0

Os valores estdo expressos em média + e.p.m. (n=6). One-way ANOVA/Dunnet.

*p < 0,05.
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Grafico 1: Dosagem de uréia no soro de ratos, ambos os sexos, tratados com a
dose de 2 g/kg de EHB de C. spicatus, nos ensaios de toxicidade aguda. Os valores

estdo expressos em média £ e.p.m. (n=6). One-way ANOVA/Dunnet. *p < 0,05.
(F = fémea; M = macho).
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Grafico 2: Dosagem de creatinina no soro de ratos, ambos os sexos, tratados com a
dose de 2 g/kg de EHB de C. spicatus, nos ensaios de toxicidade aguda. Os valores

estdo expressos em média + e.p.m. (n=6). One-way ANOVA/Dunnet.*p < 0,05.
(F = fémea; M = macho).
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Grafico 3: Dosagem de colesterol total no soro de ratos, ambos os sexos, tratados
com a dose de 2 g/kg de EHB de C. spicatus, nos ensaios de toxicidade aguda. Os
valores estdo expressos em média + ep.m. (n=6). One-way
ANOVA/Dunnet.*p < 0,05. (F = fémea; M = macho).
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Gréfico 4: Dosagem de FAL no soro de ratos, ambos os sexos, tratados com a dose
de 2 g/kg de EHB de C. spicatus, nos ensaios de toxicidade aguda. Os valores estdo
expressos em média + e.p.m. (n=6). One-way ANOVA/Dunnet.*p < 0,05.

(F = fémea; M = macho).
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Grafico 5: Dosagem de proteinas totais no soro de ratos, ambos os sexos, tratados
com a dose de 2 g/kg de EHB de C. spicatus, nos ensaios de toxicidade aguda. Os
valores estdo expressos em média + ep.m. (n=6). One-way
ANOVA/Dunnet.*p < 0,05. (F = fémea; M = macho).
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Grafico 6: Dosagem de albumina no soro de ratos, ambos os sexos, tratados com a
dose de 2 g/kg de EHB de C. spicatus, nos ensaios de toxicidade aguda. Os valores
estdo expressos em média + e.p.m. (n=6). One-way ANOVA/Dunnet.*p < 0,05.

(F = fémea; M = macho).
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Gréafico 7: Dosagem de potassio no soro de ratos, ambos os sexos, tratados com a
dose de 2 g/kg de EHB de C. spicatus, nos ensaios de toxicidade aguda. Os valores
estdo expressos em média + e.p.m. (n=6). One-way ANOVA/Dunnet.*p < 0,05.

(F = fémea; M = macho).
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Gréfico 8: Dosagem de acido urico no soro de ratos, ambos os sexos, tratados com
a dose de 2 g/kg de EHB de C. spicatus, nos ensaios de toxicidade aguda. Os
valores estdo expressos em média + ep.m. (n=6). One-way
ANOVA/Dunnet.*p < 0,05. (F = fémea; M = macho).
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Grafico 9: Dosagem de trigliceridios no soro de ratos, ambos os sexos, tratados
com a dose de 2 g/kg de EHB de C. spicatus, nos ensaios de toxicidade aguda. Os
valores estdo expressos em média + ep.m. (n=6). One-way
ANOVA/Dunnet.*p < 0,05. (F = fémea; M = macho).
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Grafico 10: Dosagem de AST no soro de ratos, ambos os sexos, tratados com a
dose de 2 g/kg de EHB de C. spicatus, nos ensaios de toxicidade aguda. Os valores

estdo expressos em média £ e.p.m. (n=6). One-way ANOVA/Dunnet.*p < 0,05.
(F = fémea; M = macho).
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3.3.3.2 Parametros hematolégicos

Algumas alteragdes foram observadas com relagcdo aos parametros
hematoldgicos. O extrato hidroalcodlico bruto das folhas de C. spicatus promoveu
aumento no volume corpuscular médio (VCM) e da hemoglobina corpuscular média
(HCM) em ambos os sexos e redugao da concentragdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM) somente nos machos. Na série branca foi registrada leucopenia nas
fémeas (grafico 11). Ainda observou-se uma trombocitose em fémeas e machos

(Tabela 5).
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Tabela 5: Pardmetros hematologicos obtidos do soro de ratos tratados com a dose

de 2 g/kg do EHB de C. spicatus durante o ensaio de toxicidade aguda.

Parametros Fémeas Machos
hematoldgicos Controle EHB 2 g/Kg Controle EHB 2 g/kg
Hemacias

(10/mm?) 71+0,3 6,8+0,2 74+0,2 7.6+0,1
Hemoglobina 142405 145+ 04 14,6+ 0,2 15,0+ 0,2
(g/dL)

F',z)matoc”to 403+0,7 412+0,9 413+04 448+12
VCM (%) 51,0+ 0,4 59,8+ 0,4 54,5+ 0,6 59,0+ 0,6
HCM (ppg) 18,5+0,2 21,2+ 0,2" 19,2 +0,3 19,9+0,2
CHCM (%) 36,0 + 0,4 35,5+0,3 35,5+0,2 33,9+0,2
Leucdcitos .

(109/mm?) 74+0,6 4,8+0,7 75+0,3 70+0,6
Neutrofilos (%) 225+1,7 20,2+ 3,4 19,7 +2,3 18,7 +1,8
Eosindfilos (%) 1,2+0,3 1,2+0,3 1,3+0,2 1,0+ 0,0
Linfécitos (%) 74,0+ 2,0 743+29 76,2 + 1,1 75,0+ 1,0
Mondcitos (%) 30+0,5 42+17 35+0,3 50+1,1
Plaquetas . .
(109/mm?) 641,3 + 48,7 1073,0 + 122,9 656,3+43,9 | 1204,0 + 107,7

Os valores estao expressos em média + e.p.m. (n=6). Teste “t” de Student/Mann-

Whithey.*p < 0,05.
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Grafico 11: Dosagem de leucécitos de ratas tratados com a dose de 2 g/kg de EHB
de C. spicatus nos ensaios de toxicidade aguda. Os valores estdo expressos em
média + e.p.m. (n=6). Teste “t” de Student/Mann-Whithey.*p < 0,05.



45

3.4 Estudo toxicolbgico pré-clinico cronico

Os resultados da avaliagao crénica de ratos (fémeas e machos) tratados
com o extrato hidroalcodlico bruto das folhas de C. spicatus nas doses de 14 mg/kg
(dose popular), 42 mg/kg (3 X a dose de uso popular) e 126 mg/kg (9 X a dose de

uso popular) sdo expostos a seguir.

3.4.1 Sinais toxicos gerais e letalidade.

De um modo geral, ao longo do tratamento com EHB das folhas de
C. spicatus nao foram observados sinais toxicos de grande intensidade. Ressalta-se
apenas uma morte de um rato macho que recebeu tratamento continuo na dose de
126 mg/kg durante oito semanas. A avaliagdo macroscoépica das visceras nao

demonstrou anormalidades.

3.4.2 Evolucéo ponderal, consumo de 4gua e alimento.

3.4.2.1 Evolucéo ponderal.

A analise dos resultados mostrou que houve uma distribuicdo homogénea
do peso dos animais tratados cronicamente. Do ponto de vista estatistico houve
aumento significativo de peso nos machos que recebeu a dose de 126 mg/kg
somente na 2% semana de tratamento (Tabela 6 e grafico 12). De forma analoga, nas
fémeas ocorreu um aumento de peso significativo com o tratamento com EHB

também na dose de 126 mg/kg e na 2° semana (Tabela 6 e grafico 13).
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Tabela 6: Valor médio do peso semanal de ratos (machos e fémeas) durante as 13

semanas de tratamento crénico com diferentes doses do EHB de C. spicatus.

Machos
Semanas Controle 14 mg/kg 42 mg/kg 126 mg/kg
1 220,4+10,3 2241+ 7,8 210,4+9,9 2254+5,0
2 255,6 +11,9 257,4+9,1 248,0 £ 11,7 261,4 £ 5,6*
3 263,6 +11,9 267,4+9,1 259,1+12,2 272,3+6,2
4 283,0+ 13,5 285,4 +£10,5 275,6 £12,4 286,9 + 6,6
5 295,6 + 14,6 300,0+11,5 289,6 +13,3 308,7+7,6
6 304,1+15,5 309,2+12,0 296,5 + 14,0 3151+ 75
7 312,8+17,3 321,1+12.3 307,5+15,1 326,0+ 6,4
8 309,0 + 20,0 322,6+125 310,5+15,5 334,2+8,0
9 322,6 +20,7 334,9+12,7 321,7+16,5 342,7+8,6
10 325,5+19,9 337,1+12,8 327,4+17,1 350,2+9,6
11 331,0+£20,7 344,7+13,9 332,9+179 358,2+10,1
12 333,4+ 20,7 3458+ 14,1 333,8+ 18,0 357,4+10,2
13 340,4+ 20,9 350,3+13,9 340,6 + 18,5 362,3+9,8
Fémeas
Semanas Controle 14 mg/kg 42 mg/kg 126 mg/kg
1 2159+ 11,9 200,3+7,3 2110+ 7,8 228,1+11,4
2 204,7 £ 12,5 198,0+7,1 2149 +£6,7 261,2 £ 22,8*
3 217,8+12,2 209,9+£5,8 221,8+6,5 234,2+11,4
4 2209+ 12,4 2225+8,1 224,7+5,8 240,7 +£10,8
5 220,0+11,3 222,9+6,6 2284 +7,1 240,1+£11,3
6 228,5+12,7 226,9+7,4 231,4+5.8 246,0 £ 12,5
7 2269 +11,1 228,01 7,0 232,6 £ 6,1 249,8 +11,5
8 228,7+11,9 236,5+7,2 237,7+6,5 253,6 £12,3
9 228,7+12,3 234,1+6,4 236,0 + 6,3 249,0+ 11,5
10 2278+ 11,5 244,4 + 8,6 245,2 + 6,6 255,6 +12,3
11 231,8+12,7 245,0 £ 8,3 242,6 £5,9 2554 +11,4
12 234,3+13,5 2423+ 7,0 241,3+7,8 255,8+12,1
13 233,1+13,1 245,74+ 6,6 244,2+7,0 258,1+12,6

Os valores estdo expressos em média £ e.p.m. (n=10). One-way ANOVA/Dunnet

*n < 0,05.
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Grafico 12: Valor médio do peso de ratos na 22 semana de tratamento crénico com
diferentes doses de EHB de C. spicatus. Os valores estdo expressos em
média + e.p.m. (n=10). One-way ANOVA/Dunnet.*p < 0,05.

300- *

200+

100+

peso médio (g)

controle 14 mg/kg 42 mg/kg 126 mg/kg

Doses

Grafico 13: Valor médio do peso de ratas na 22 semana de tratamento crénico com
diferentes doses de EHB de C. spicatus. Os valores estdo expressos em
média + e.p.m. (n=10). One-way ANOVA/Dunnet.*p < 0,05.
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3.4.2.2 Consumo de 4gua e racao

Os resultados, que podem ser vistos na Tabela 7, mostram que a
administragdo prolongada provocou poucas alteragdes no que diz respeito ao
consumo de agua e alimento de machos e fémeas tratados diariamente com
diferentes doses do EHB de C. spicatus. Os machos apresentaram aumento no
consumo de agua na 5% semana nas dose de 14 mg/kg e 42 mg/kg (grafico 14) e na
dose de 126 mg/kg houve redugio do consumo de agua na 10% semana (grafico 15),
11% semana (grafico 16), 12% semana (grafico 17) e 13° (grafico 18). As fémeas
mostraram redugdo do consumo de agua somente na 7% semana (grafico 22) na
dose de 42 mg/kg. Apresentaram aumento do consumo na dose de 126 mg/kg na 32
semana (grafico 19), 52 semana (grafico 20), 6% semana (grafico 21) 9% semana
(grafico 23) e na 13% semana (grafico 24) que também mostrou aumento do consumo
de agua na dose usual.

No que se refere ao consumo de ragdo (Tabela 8), os machos
aumentaram o consumo de alimento na 5% semana (grafico 25) nas trés doses
usadas. Houve também aumento na 7% semana (grafico 26) e 8 semana (grafico 27)
na dose 126 mg/kg. As fémeas apresentaram aumento significante do consumo de
ragdo na 2% semana na dose 14 mg/kg (grafico 28). Ocorreu aumento também na
dose de 126 mg/kg nas seguintes semanas: 5% semana (grafico 29), 6% semana
(grafico 30), 8% semana (grafico 31), 9% semana (grafico 32) e 13% semana

(grafico 33).
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Tabela 7: Consumo médio semanal de agua (mL) por ratos durante as 13 semanas

de tratamento crénico com diferentes doses do EHB de C. spicatus.

Machos
Semanas Controle 14 mg/kg 42 mg/kg 126 mg/kg
1 178,0+ 9,4 186,5 + 3,4 178,5+ 3,3 183,084
2 177,0+ 4,6 184,0+4,3 182,5+4,7 176,0 £ 8,3
3 1575+ 4,6 168,5+ 3,9 166,5+ 4,8 167,5+ 12,3
4 156,0 + 7,3 165,0+ 4,2 166,5+ 6,1 157,01+ 7,7
5 146,5+ 5,3 171,5+ 4,5* 169,0 £ 3,2* 1655+9,1
6 164,0+54 166,0 + 3,8 165,0+£ 4,5 1575+ 7,4
7 153,0+ 6,4 1615+ 3,9 158,0+ 4,0 1545+5,7
8 160,5+ 4,6 166,0 + 3,6 160,0+ 4,4 161,0+7,2
9 163,5+5,3 163,5+5,0 164,0 £ 3,6 146,5+9,9
10 168,0+ 5,4 1725+55 165,5+5,6 135,5+ 10,9*
11 1745+ 4,7 1615+ 3,8 165,0 £ 5,3 136,5+ 12,9*
12 172,0+£5,3 167,0+ 3,9 165,5+ 3,0 137,5+11,9*
13 173,0+£2,3 167,1+£5,7 166,5+ 6,3 142,0 £ 9,7*
Fémeas
Semanas Controle 14 mg/kg 42 mg/kg 126 mg/kg
1 129,0 £ 15,7 1525+ 6,4 1350+44 149,5+ 6,3
2 148,5+5,6 160,0 £ 6,0 150,0+£5,5 153,0+6,0
3 128,5+6,3 1415+5,3 129,0+5,3 153,5+2,7*
4 132,046 1355+5,2 120,0 £ 5,7 142,0+3,7
5 118,4 £ 13,0 1410+ 4,7 1345+54 154,0 + 5,5*
6 1235+ 3,7 136,5+4,0 1345+58 151,5 + 5,0*
7 127,0+£5,0 137,0+£ 29 1215+£5,1* 133,0+ 3,8
8 1225+49 128,5+ 3,9 127,0+ 6,8 137,0+£4,2
9 125,0+4,0 142,0+£ 3,5 135,0+£6,9 146,0 £ 5,6*
10 130,0 £ 6,4 1315+ 3,6 121,0+£8,1 142,5+5,2
11 120,5+ 6,4 1230+2,8 123,0 £ 6,7 133,0+4,7
12 1235+ 4,6 1250+ 2,8 117,0+6,2 138,045
13 109,5+ 3,1 124,0 + 3,0* 1195+5,5 1345+ 4,2*

Os valores estdo expressos em média = e.p.m. (n=10). One-way ANOVA/Dunnet

*n < 0,05.
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Gréafico 14: Consumo de agua de ratos na 5% semana de tratamento crénico com
diferentes doses de EHB de C. spicatus. Os valores estdo expressos em
média + e.p.m. (n=10). One-way ANOVA/Dunnet. *p < 0,05.
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Gréfico 15: Consumo de agua de ratos na 102 semana de tratamento crénico com

diferentes doses de EHB de C. spicatus. Os valores estdo expressos em
média £+ e.p.m. (n=10). One-way ANOVA/Dunnet. *p < 0,05.
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Gréfico 16: Consumo de agua de ratos na 112 semana de tratamento crénico com
diferentes doses de EHB de C. spicatus. Os valores estdo expressos em
média + e.p.m. (n=10). One-way ANOVA/Dunnet. *p < 0,05.
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Gréafico 17: Consumo de agua de ratos na 122 semana de tratamento crénico com
diferentes doses de EHB de C. spicatus. Os valores estdo expressos em
média + e.p.m. (n=10). One-way ANOVA/Dunnet. *p < 0,05.



52

200-

Consumo de agua (mL)
H
o
o
[

controle 14 mg/kg 42 mg/kg 126 mg/kg

Doses

Gréafico 18: Consumo de agua de ratos na 132 semana de tratamento crénico com
diferentes doses de EHB de Costus spicatus. Os valores estdo expressos em
média + e.p.m. (n=10). One-way ANOVA/Dunnet. *p < 0,05.
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Gréafico 19: Consumo de agua de ratas na 3% semana de tratamento crénico com
diferentes doses de EHB de C. spicatus. Os valores estdo expressos em
média + e.p.m. (n=10). One-way ANOVA/Dunnet. *p < 0,05.
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Gréafico 20: Consumo de agua de ratas na 5 semana de tratamento crénico com
diferentes doses de EHB de C. spicatus. Os valores estdo expressos em
média + e.p.m. (n=10). One-way ANOVA/Dunnet. *p < 0,05.

200+

Consumo de agua (mL)
'_\
o
o
[

controle 14 mg/kg 42 mg/kg 126 mg/kg
Doses
Gréafico 21: Consumo de agua de ratas na 62 semana de tratamento crénico com

diferentes doses de EHB de C. spicatus. Os valores estdo expressos em
média + e.p.m. (n=10). One-way ANOVA/Dunnet. *p < 0,05.
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Gréafico 22: Consumo de agua de ratas na 72 semana de tratamento crénico com
diferentes doses de EHB de C. spicatus. Os valores estdo expressos em
média + e.p.m. (n=10). One-way ANOVA/Dunnet. *p < 0,05.
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Gréfico 23: Consumo de agua de ratas na 92 semana de tratamento crénico com
diferentes doses de EHB de C. spicatus. Os valores estdo expressos em
média + e.p.m. (n=10). One-way ANOVA/Dunnet. *p < 0,05.
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Gréafico 24: Consumo de agua de ratas na 13? semana de tratamento crénico com
diferentes doses de EHB de C. spicatus. Os valores estdo expressos em
média + e.p.m. (n=10). One-way ANOVA/Dunnet. *p < 0,05.
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Tabela 8: Consumo médio semanal de ragao (g) por ratos durante as 13 semanas

de tratamento crénico com diferentes doses do EHB de C. spicatus.

Machos
Semanas Controle 14 mg/kg 42 mg/kg 126 mg/kg
1 1165+ 1,7 120,0+2,5 119.4+20 116,1+ 3,4
2 120,6 + 2,6 116,3+ 14 113,3+2,7 114,4+3,7
3 106,1+2,5 106,5+ 2,0 101,3+1,6 109,4 + 3,7
4 105,7+2,8 112,2+2,0 102,0+2,0 112,4+2,0
5 86,0 +2,3 102,5+1,3* 98,6 + 1,4* 106,5 + 2,0*
6 107,4+3,9 112,7+19 104,2+19 1144+ 4,4
7 97,2+1,7 1029+ 14 99,1+1,6 106,9 + 3,9*
8 101,6 + 3,0 109,6 + 2,0 104,9+2,2 1139+ 3,9*
9 96,4 +3,1 105,1+ 3,4 99,8+2,3 98,89 + 5,3
10 1075+ 1,7 113,0+ 2,7 109,0+1,6 96,50 + 6,9
11 103,0+1,8 104,9+2,3 107,0+1,8 94,37 + 6,4
12 103,4 + 3,2 100,5+ 3,0 975+55 94,10+54
13 1141+1,3 1122+19 109,3+1,7 105,8+4,5
Fémeas
Semanas Controle 14 mg/kg 42 mg/kg 126 mg/kg
1 73,8+5,7 80,0+1,9 785+2,2 84,7+3,1
2 83,2+22 93,4 +2,5* 87, 7+1,7 852+29
3 75,8+2,9 79,0+3,1 76,8 + 3,2 81,2+2,1
4 79,9+3,2 80,3+2,7 77,7+1,6 851+20
5 71,2+2,0 755+19 731+14 86,9 + 3,0*
6 80,8 +1,7 84,9+3,1 87,1+28 92,0+ 1, 9*
7 71,9+3,6 80,5+1,9 70,3+2,0 765+22
8 752+3,1 73,9+2,6 75,7+25 84,5+ 1,9*
9 74,7+33 82,3+2,1 76,8+ 19 85,3 +3,2*
10 79,1+22 76,4 +3,3 73,8+4,2 874+23
11 72,9+2,6 70,6 +2,7 70,0+1,7 80,1+ 3,3
12 74,2+32 65,1 +4,5 66,2 +4,5 85,7+2,3
13 75,8+1,8 739+1,9 78,6 +2,2 84,9+ 2,0*

Os valores estdo expressos em média £ e.p.m. (n=10). One-way ANOVA/Dunnet

*p < 0,05.
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Grafico 25: Consumo de ragao por ratos tratados com diferentes doses do EHB de

C. spicatus na 5% semana de tratamento crénico. Os valores estdo expressos em
média + e.p.m. (n=10). One-way ANOVA/Dunnet.*p < 0,05.
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Gréfico 26: Consumo de racao por ratos tratados com diferentes doses do EHB de
C. spicatus na 72 semana de tratamento crénico. Os valores estdo expressos em
média £+ e.p.m. (n=10). One-way ANOVA/Dunnet.*p < 0,05.
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Grafico 27: Consumo de ragao por ratos tratados com diferentes doses do EHB de

C. spicatus na 82 semana de tratamento crénico. Os valores estdo expressos em
média + e.p.m. (n=10). One-way ANOVA/Dunnet.*p < 0,05.
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Grafico 28: Consumo de ragao por ratas tratadas com diferentes doses do EHB de
C. spicatus na 2% semana de tratamento crénico. Os valores estdo expressos em
média + e.p.m. (n=10). One-way ANOVA/Dunnet.*p < 0,05.
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Grafico 29: Consumo de racédo por ratas tratadas com diferentes doses do EHB de
C. spicatus na 5% semana de tratamento crénico. Os valores estdo expressos em
média + e.p.m. (n=10). One-way ANOVA/ Dunnet.*p < 0,05.
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Grafico 30: Consumo de racédo por ratas tratadas com diferentes doses do EHB de
C. spicatus na 62 semana de tratamento crénico. Os valores estdo expressos em
média £+ e.p.m. (n=10). One-way ANOVA/ Dunnet.*p < 0,05.
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Grafico 31: Consumo de ragao por ratas tratadas com diferentes doses do EHB de
C. spicatus na 82 semana de tratamento crénico. Os valores estdo expressos em
média + e.p.m. (n=10). One-way ANOVA/ Dunnet.*p < 0,05.
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Grafico 32: Consumo de ragao por ratas tratadas com diferentes doses do EHB de
C. spicatus na 92 semana de tratamento crénico. Os valores estdo expressos em
média + e.p.m. (n=10). One-way ANOVA/ Dunnet.*p < 0,05.
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Grafico 33: Consumo de ragao por ratas tratadas com diferentes doses do EHB de

C. spicatus na 13% semana de tratamento cronico. Os valores estdo expressos em
média + e.p.m. (n=10). One-way ANOVA/ Dunnet.*p < 0,05.
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3.4.3 Temperatura

Durante todo o experimento ndo foram observadas alteracbes
significativas desse parametro nos grupos tratados de ambos os sexos em relagéo
aos seus respectivos controles. Nos machos a temperatura variou de 36,5 — 38,1 °C

e para as fémeas a temperatura conservou-se entre 37,1 — 38,9 °C.

3.4.4 Glicemia

O nivel glicémico dos animais tratados (machos e fémeas) nas doses
estabelecidas n&o foi alterado de modo significativo durante todo o tratamento

quando comparados com o controle, conforme pode ser observado na Tabela 9.
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Tabela 9: Efeito da administragdo crénica de diferentes doses do EHB de

C. spicatus sobre a glicemia dos animais durante ensaio de toxicidade cronica.

Machos

Quinzenas Controle 14 mg/kg 42 mg/kg 126 mg/kg
0 86,9+ 1,6 91,3+1,5 108,0 + 3,5 96,0 £ 2,7
1 82,8 +1,1 89,1+1,4 91,3+3,2 91,4 £1,7
2 87,2+25 90,3+1,8 79,0+1,8 86,5+ 0,6
3 79425 83,0+ 1,1 76,922 85,0+ 2,7
4 78,8 +1,8 85,5+1,8 86,1+2,6 88,1+2,0
5 75,0+ 3,5 77,8 0,6 741120 81,0+£1,0
6 80,1+3,0 86,0+ 1,0 78,714 76,5124

Fémeas

Quinzenas Controle 14 mg/kg 42 mg/kg 126 mg/kg
0 92,8 +2,2 111,1£6,5 99,6 £2,2 994 +1,9
1 81,8+1,0 87,8+1,3 945+22 88,9+0,7
2 79,7+0,9 88,4+1,3 83,8+0,6 83,7+0,7
3 79,9+15 849+25 87,1+1,3 81,6+1,0
4 76,0 £ 3,0 89,8 +1,2 95,0+2,6 849+1,3
5 81,3+1,3 79,7+15 82,7+1,0 80,3+0,9
6 85,7+24 86,6 +1,5 81,9+0,3 84,2+0,9

Os valores estdo expressos em média + e.p.m. (n=10). One-way ANOVA/Dunnet.

p > 0,05.
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3.4.5 Avaliagcdo comportamental

3.4.5.1 Teste do campo aberto

Com relagdo aos parametros ambulacdo, “rearing” e defecacao
nenhuma alteracao estatisticamente significativa foi visualizada em ambos os sexos.
Os valores médios da administracdo cronica podem ser visualizados na Tabela 10.
Com relagao ao parametro “grooming”, machos e fémeas apresentaram mudangas
em relagdo aos grupos controles (Tabela 11). Nos machos ocorreu aumento do
comportamento estereotipado de auto-limpeza na dose de 42 mg/kg (grafico 34) e as
fémeas apresentaram redugao deste comportamento nas doses de 14 mg/kg e

126 mg/kg (grafico 35).
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Tabela 10: Efeito da administracdo prolongada de diferentes doses de EHB das

folhas de C. spicatus sobre a ambulacéao, “rearing” e defecacdo de ratos no teste
de campo aberto. Valor médio das 6 quinzenas de tratamento.

Ambulacéo
controle 14 mg/kg 42 mg/kg 126 mg/kg
Machos 284+24 20,8+25 20,5+3,5 29,8+ 2,6
Fémeas 248+28 29,0+ 2,6 269+ 27 265+24
“Rearing”
controle 14 mg/kg 42 mg/kg 126 mg/kg
Machos 119+21 7,720 6,5+1,8 10,3+2,9
Fémeas 123+2,2 11,6 +£2,2 7,7+14 6,9+19
Defecacéo
controle 14 mg/kg 42 mg/kg 126 mg/kg
Machos 29+0,5 3,8+£0,5 41+0,3 3,3+£0,2
Fémeas 40+0,6 25+0,6 34%04 25+0,6

p > 0,05.

Os valores estao expressos em média + e.p.m. (n=10). One-way ANOVA/Dunnet.
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Tabela 11: Efeito da administracdo prolongada de diferentes doses de EHB das

folnas de C. spicatus sobre o “grooming” dos ratos Wistar no teste de campo

aberto.
Machos
Quinzenas Controle 14 mg/kg 42 mg/kg 126 mg/kg
1 0,8+0,2 52+2,0 8,0+£24* 48+1,0
2 0,0+£0,0 0,0+£0,0 58+ 1,6* 0,2+0,1
3 0,2+0,1 1,4+0,8 54+2,7* 0,2+0,1
4 0,0+£0,0 56+23 16+1,1* 3,8+1,6
5 34+1,9 0,0+£0,0 4,0 £2,2* 34+13
6 0,0+£0,0 0,4+0,3 1,4 +0,9* 3,2+1,5
Fémeas
Quinzenas | Controle 14 mg/kg 42 mg/kg 126 mg/kg
1 15,8 £5,5 9,2+ 3,7 14,8 £ 3,9 52+1,9*
2 14,8 £5,5 2,2+1,3* 13,6 £ 5,6 2,8 +1,6*
3 12,6 £ 3,6 0,8 £0,3* 42+26 4,2 +0,8*
4 70+£22 2,0£0,8* 4,827 0,2+0,1*
5 90+£25 26+1,3* 12,2 + 3,8 6,4 £ 3,0*
6 5617 3,0+£1,0* 54+13 2,8+1,4*

Os valores estdo expressos em média + e.p.m. (n=10). One-way ANOVA/Dunnet.

* < 0,05.
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Gréafico 34: Efeito da administracdo de diferentes doses do EHB de C. spicatus
sobre o ato de limpeza (“grooming”) de ratos no teste de campo aberto. Os valores
estdo expressos em média + e.p.m. (n=10) no periodo de 6 quinzenas. One-way
ANOVA/Dunnet.*p < 0,05.
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Grafico 35: Efeito da administragcdo de diferentes doses do EHB de C. spicatus
sobre o ato de limpeza (“grooming”) de ratas no teste de campo aberto. Os valores
estdo expressos em média + e.p.m. (n=10) no periodo de 6 quinzenas. One-way
ANOVA/ Dunnet.*p < 0,05.
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3.4.5.2 Teste no “Rota Rod”

No transcorrer deste experimento, as fémeas tratadas com diferentes
doses do EHB de C. spicatus ndo mostraram qualquer alteragdo no tempo de
permanéncia da barra giratéria do aparelho de “rota rod”. Enquanto os machos que
receberam a maior dose do extrato (126 mg/kg) apresentaram um “deficit’
significativo no desempenho sobre a barra giratéria na 12 quinzena de tratamento

(Tabela 12, Grafico 36).



Tabela 12: Efeito da administracdo prolongada de diferentes doses de EHB em ratos

no Teste de “rota rod”.

Machos
Tempo médio de permanéncia em segundos

Quinzenas Controle 14 mg/kg 42 mg/kg 126 mg/kg
1 180,0 £ 0,0 170,4 £+ 6,4 150,4 + 11,6 79,6 £ 13,6*
2 180,0 £ 0,0 180,0 £ 0,0 176,2+2,5 115,8 + 18,3
3 161,2+ 12,5 176,6 + 2,3 168,4 + 7,7 100,0 17,4
4 172,8 +4,8 156,29, 8 162,6 + 11,6 130,2 + 21,0
5 180,0 £ 0,0 160,0 + 10,6 180,0 £ 0,0 132,0 £ 19,7
6 180,0+0,0 174,4 + 3,7 170,4 + 6,4 170,2 £ 6,2

Fémeas

Tempo médio de permanéncia em segundos

Quinzenas Controle 14 mg/kg 42 mg/kg 126 mg/kg
1 151,2+ 12,5 150,6 + 19,6 136,2 + 18,1 180,0 £ 0,0
2 180,0 £ 0,0 165,2+9,9 144,4 + 18,0 180,0 £ 0,0
3 172,4 £ 5,1 180,0 £ 0,0 180,0 £ 0,0 180,0 £ 0,0
4 161,2+ 12,5 180,0£ 0,0 180,0 £ 0,0 180,0 £ 0,0
5 167,4 + 8,4 180,0 £ 0,0 168,6 + 7,6 180,0 £ 0,0
6 180,0 £ 0,0 180,0 £ 0,0 180,0 £ 0,0 180,0 £ 0,0

Os valores estdo expressos em média + e.p.m. (n=10). One-way ANOVA/Dunnet.

*n < 0,05.
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Gréafico 36: Efeito da administracdo de diferentes doses do EHB de C. spicatus
sobre o tempo de permanéncia de ratos no “rota rod” na primeira quinzena de
tratamento. Os valores estdo expressos em média + e.p.m. (n=10). One-way
ANOVA/ Dunnet. *p < 0,05.

3.4.6 Analise laboratorial de sangue

3.4.6.1 Parametros bioquimicos

O tratamento com o EHB na dose de 14 mg/kg (DU) mostrou alteracbes
apenas nos animais machos, nos seguintes parametros: colesterol (controle
54,7+1,4 — DU 83,0 £ 0,7), LDH (controle 1080,0 + 34,8 — DU 1659,0 + 149,9),
trigliceridios (controle 97,0 + 17,2 — DU 179,0 + 17,4), amilase (controle
415,3 + 37,1 — DU 630,7 + 21,8), proteinas totais (controle 6,3 + 0,1 — DU 7,9 £ 0,2)

e albumina (controle 2,6 £+ 0,1 — DU 3,6 £ 0,1). A dose usual mostrou ainda
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alteracdo nos niveis séricos de sdédio em ambos os sexos (machos: controle
145,0 £ 0,0 — DU 145,0 + 0,4 e fémeas: controle 149,0 + 2,6 — DU 140,0 = 0,4).

As alteracbes bioquimicas observadas que tiveram alteracao
estatisticamente significativa nos machos durante o tratamento crénico com a dose
42 mg/kg (3DU) do EHB foram: amilase (controle 4153 +37,1 - 3 DU
525,0 £ 17,3), proteinas totais (controle 6,3 + 0,1 — 3 DU 7,5+0,1), albumina
(controle 2,6 £ 0,1 — 3 DU 3,5%+0,1) e colesterol (controle 54,7+ 1,4 — 3 DU
76,3+ 4,0). Em ambos os sexos os parametros que apresentaram alteragdes
significativas nesta dose foram: uréia (machos: controle 47,3 +1,8-3 DU 61,0+ 1,8
e fémeas: controle 42,3 £+ 2,6 — 3 DU 61,0 + 2,3) e sddio (machos: controle
150,0 £ 0,0 — 3 DU 143,3 £ 1,1 e fémeas: controle 149,0 + 2,6 — 3 DU 139,3 + 1,5).
As fémeas mostraram ainda uma reducgdo significativa nos niveis de potassio
(controle: 6,8 + 0,3e 3 DU: 6,0 +0,1).

Com relagéo ao tratamento com a dose 126 mg/kg (9 DU) foi observada
uma diminuigdo dos niveis séricos de trigliceridios (controle: 158,0 + 37,0 e 9 DU:
56,0 + 9,3) nas fémeas e reducédo dos niveis de sédio tanto em machos (controle:
150,0 £ 0,0 — 9 DU: 141,3 £ 0,2) quanto nas fémeas (controle: 149,0 £ 2,6 — 9 DU:
141,0+ 1,0). Todos estes dados estdo assinalados na Tabela 13 e foram

comparados com valores padronizados previamente por Diniz, 2000.



72

Tabela 13: Parametros bioquimicos obtidos do soro de ratos tratados com diferentes doses do EHB de C. spicatus Swartz durante

0 ensaio de toxicidade crénica.

Fosfatase ) Proteinas Albumina Globulina | Magnésio
Grupos ) CK (U/L) LDH (U/dL) Amilase (U/dL) ]
Alcalina (U/L) totais (g/dL) (g/dL) (g/dL) (mEg/L)
Machos
DINIZ, 2000 100,0 - 131,0 - - - 51-6,8 3,1-3,5 2,3-29 1,7-2,2
Controle 176,7 £ 39,2 4582,0 £ 1305,0 1080,0 £ 34,8 415,3 + 37,1 6,3+0,1 2,6+0,1 3,7+0,2 |25+0,1
14 mg/kg 167,3+6,8 2540,0 + 794,7 1659,0 + 149,9* 630,7 £ 21,8* 7,9+0,2* 3,6 +0,1* 43+0,1 |29+0,1
42 mg/kg 177,7 £ 19,3 2016,0 + 326,3 1233,0 £ 90,1 525,0 + 17,3* 7,5+0,1* 3,5+0,1* 39+0,0 |3,1+0,1
126 mg/kg 127,0+ 13,4 5682,0 + 1546,0 1282,0 + 234,4 411,3 £ 25,1 6,3+0,1 2,6+0,1 3,7+0,1 -
Fémeas
DINIZ, 2000 57,0-101,0 - - - 55-6,9 3,1-35 23-3,0 [1,7-23
Controle 109,0 + 4,7 3150,0 + 555,2 668,3 + 88,5 381,3+40,3 7,0+0,3 34+0,1 37+£02 |27+0,1
14 mg/kg 79,7178 3657,0 + 435,0 937,3+64,5 348,3+ 16,5 72+0,2 3,3+0,0 39+0,2 |23+0,1
42 mg/kg 108,0 £ 5,7 4229,0 £ 810,2 1457,0 + 95,0* 296,7 + 24,3 75+0,3 3,7+0,2 38+02 |27+0,2
126 mg/kg 102,7 + 30,5 3842,0 + 86,1 843,0 £ 57,8 365,3 + 25,6 6,7+0,4 3,0£0,2 3,7+0,2 -

Os valores expressam a média = e.p.m. (n=6). *p < 0,05 (ANOVA seguido de Teste de Dunnet).
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Tabela 13: Parametros bioquimicos obtidos do soro de ratos tratados com diferentes doses do EHB de C. spicatus Swartz durante

0 ensaio de toxicidade crénica (continuagao).

Glicose

Uréia

Creatinina

Colesterol

Trigliceridios

Acido Urico

Grupos AST ALT
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (UIL) (UIL)
Machos
DINIZ, 2000 76,0 — 98,0 51,0-61,0 04-0,6 44,0 -60,0 61,0 -115,0 09-13 67,0 — 89,0 37,0-59,0
Controle 138,7 £ 13,1 47,3+£1,8 0,7+0,0 54,714 97,0+ 17,2 1,3+0,1 167,718 70,3+6,8
14 mg/kg 154,3+12,6 48,3+2,2 0,8+0,0 83,0+ 0,7* 179,0 £ 17 ,4* 1,4+0,0 166,7 £ 17,0 70,3+22
42 mg/kg 159,3+6,5 61,0 +1,8* 0,7+0,0 76,3 +4,0* 107,3 £ 12,7 1,4+0,0 153,3 £ 11,1 71,315
126 mg/kg 132,0+6,2 41,0+£0,6 0,6+0,0 61,7+15 84,7 + 13,1 1,2+0,0 132,3+£12,4 57,7+0,6
Fémeas
DINIZ, 2000 78,0 —100,0 52,0 - 62,0 04-0,6 37,0-53,0 83,0 —105,0 1,2-1,6 76,0 — 100,0 45,0-61,0
Controle 122,0+5,3 423+26 0,8+0,0 80,0+ 12,0 148,3+ 31,0 1,3+0,1 157,7+55 67,3+7,2
14 mg/kg 127,0+ 3,5 50,3+ 0,6 0,8+0,0 73,0+26 128,3+4,7 1,0+ 0,1 156,7 £ 11,5 59,3+5,5
42 mg/kg 145,0+5,0 61,0+ 2,3* 0,6 +0,1 76,7+ 5,1 126,0 £ 19,1 1,6 £0,0 170,3+ 13,2 73,0+1,6
126 mg/kg 115,7+9,7 38,0+4,1 0,7+0,0 72,7+5,5 56,0 + 9,3* 1,2+ 0,1 160,0 £ 19,5 68,0 + 6,8

Os valores expressam a média + e.p.m. (n=6). *p < 0,05 (ANOVA seguido do teste de Dunnet).
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Tabela 13: Paradmetros bioquimicos obtidos do soro de ratos tratados com
diferentes doses do EHB de C. spicatus durante o ensaio de toxicidade cronica

(continuacéo).

e Sodio (MEq/L) Potassio (MEg/L)
Machos
MELO, 2005 148,398 50+0,1
Controle 150,0+0,0 6,9+0,2
14 mglkg 145,0 + 0,4* 6.7<01
42 malkg 1433+ 1,1% 64+03
126 mg/kg 141,3  0,2* 63201
Fémeas
MELO, 2005 140421 48+04
Controle 1490+26 6,8+0,3
14 ma/kg 140,0 £ 0,4* 6501
42 malkg 139,3 + 1,5* 6001
126 mg/kg 141,0 + 1,0* 6.2<0.2

Os valores expressam a média = e.p.m. (n=6). *p < 0,05
(ANOVA seguido do teste de Dunnet).
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Gréafico 37: A) Efeito da administracdo de diferentes doses do EHB de
C. spicatus sobre os niveis de uréia no soro de ratos B) grupos satélites. Os
valores estdo expressos em média = e.p.m. (n=10). One-way ANOVA/
Dunnet.*p < 0,05.
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Grafico 38: A) Efeito da administracdo de diferentes doses do EHB de
C. spicatus sobre os niveis de colesterol no soro de ratos B) grupos satélites.
Os valores estdo expressos em média £ e.p.m. (n=10). One-way ANOVA/
Dunnet.*p < 0,05.
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Grafico 39: A) Efeito da administracdo de diferentes doses do EHB de
C. spicatus sobre os niveis de trigliceridios no soro de ratos B) grupos satélites.
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Grafico 40: A) Efeito da administracdo de diferentes doses do EHB de
C. spicatus sobre os niveis de LDH no soro de ratos B) grupos satélites. Os
valores estdo expressos em meédia = e.p.m. (n=10). One-way ANOVA/
Dunnet.*p < 0,05.
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Grafico 41: A) Efeito da administracdo de diferentes doses do EHB de
C. spicatus sobre os niveis de amilase no soro de ratos B) grupos satélites. Os
valores estdo expressos em meédia = e.p.m. (n=10). One-way ANOVA/
Dunnet.*p < 0,05.
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Gréafico 42: A) Efeito da administracdo de diferentes doses do EHB de
C. spicatus sobre os niveis de proteinas totais no soro de ratos B) grupos
satélites. Os valores estdo expressos em média + e.p.m. (n=10). One-way
ANOVA/ Dunnet.*p < 0,05.
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Gréfico 43: A) Efeito da administracdo de diferentes doses do EHB de
C. spicatus sobre os niveis de albumina no soro de ratos B) grupos satélites.
Os valores estao expressos em média + e.p.m. (n=10). One-way ANOVA/
Dunnet.*p < 0,05.
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Grafico 44: A) Efeito da administracdo de diferentes doses do EHB de
C. spicatus sobre os niveis de uréia no soro de ratas B) grupos satélites. Os
valores estdo expressos em meédia = e.p.m. (n=10). One-way ANOVA/
Dunnet.*p < 0,05.
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Gréfico 45: A) Efeito da administracdo de diferentes doses do EHB de
C. spicatus sobre os niveis de LDH no soro de ratas B) grupos satélites. Os
valores estdo expressos em média = e.p.m. (n=10). One-way ANOVA/
Dunnet.*p < 0,05.
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Gréafico 46: A) Efeito da administragdo de diferentes doses do EHB de
C. spicatus sobre os niveis de trigliceridios no soro de ratas B) grupos satélites.
Os valores estdo expressos em média £ e.p.m. (n=10). One-way ANOVA/
Dunnet.*p < 0,05.
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3.4.6.2 Parametros hematolégicos

No que diz respeito aos parametros hematoldgicos (Tabela 14) nao
foram observadas alteracdes significativas nas fémeas, exceto nos linfécitos na
maior dose utilizada que alterou para menos (66,3 + 2,0) em relagéo ao controle
(77,0 £ 2,6).

A Tabela 14 mostra ainda as alteracdes estatisticamente significantes
que ocorreram em alguns parametros nos machos. Houve redugao nas
hemacias na maior dose usada, a hemoglobina oscilou para menos na DU e na
maior dose e para mais na dose intermediaria. Houve redug¢ao no hematocrito
(DU e 9 X DU). Em todas as doses utilizadas houve redugcdo do VCM.
Diminuicdo do HCM (dose usual). Aumento CHCM (9 X dose usual), aumento

de neutrdfilos (9 X dose usual) e reducao de linfocitos na dose de 126 mg/kg.



Tabela 14: Parametros hematoldgicos obtidos do soro de ratos tratados com diferentes doses do EHB de C. spicatus durante o

ensaio de toxicidade crénica.

Machos

(PARZ 2oy Controle 14 mg/kg 42 mg/kg 126 mg/kg
Hemacias (10%/mm?3) 6,9-9,1 9,0+0,0 9,1+0,1 9,2 +0,1 8,2 +0,2*
Hemoglobina (g/dL) 14,0-15,0 16,1+ 0,0 15,6 + 0,0* 16,4 + 0,1* 14,7 +0,1*
Hematocrito (%) 39,0-43,0 51,1+0,5 48,3 +0,1* 51,1 +0,9 44,1 +0,7*
VCM (1) 52,0 - 56,0 57,2+0,4 53,3 + 0,3* 55,5+ 0,3 53,8+0,3
HCM (uug) 18,0 - 20,0 18,0 + 0,1 17,3 +0,1* 17,9+ 0,2 17,9+ 0,3
CHCM (%) 35,0-37,0 31,4+0,3 32,4+0,1 32,2+0,3 34,0 + 0,4*
Leucocitos (10%/mm?) 6,8-10,0 7614 5,6 +0,4 3,9+0,2 72+272
Neutrofilos (%) 13,0-27,0 21,7+0,8 23,7+ 2,4 17,7+£1,5 30,0 + 2,2*
Linfocitos (%) 71,0-84,0 72,0+1,3 69,7 + 2,0 76,0 + 2,0 60,3 + 1,4*
Mondcitos (%) 0,0-4,0 53+1,5 53+ 1,1 5,0+1,0 8,0+1,3
Eosindfilos (%) 0,0-4,0 1,0+0,0 1,3+0,2 1,3+0,2 1,7+0,4
Plaquetas (10%/mm?®) - 972,3 + 27,8 953,7 + 12,8 914,7 + 74,0 942,0 + 60,1

Os valores expressam a meédia = e.p.m. (n=6). *p < 0,05 (ANOVA seguido de Teste de Dunnet).
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Tabela 14: Parametros hematoldgicos obtidos do soro de ratos tratados com diferentes doses do EHA de C. spicatus durante o

ensaio de toxicidade crénica (continuagao).

Fémeas

BNz, 2080 Controle 14 mg/kg 42 mg/kg 126 mg/kg
Hemécias (10%/mm°) 6,5-8,4 7,5+0,1 7,7+0,3 7,9+0,1 7,7+0,2
Hemoglobina (g/dL) 12,0-15,0 14,7 + 0,1 15,2+ 0,5 15,1+ 0,3 14,8 £ 0,2
Hematdcrito (%) 33,0-42,0 436+0,9 451+1,8 451 + 1,1 426+ 0,4
VCM (%) 50,0 - 52,0 59,0 + 1,2 58,7 + 0,2 57,1+0,6 55,7 +1,3
HCM (upg) 18,0-19,0 19,9 + 0,1 19,8 + 0,3 19,1 40,1 19,3+0,3
CHCM (%) 35,0-37,0 33,8+0,4 33,7+04 33,6 +0,1 34,7+0,5
Leucocitos (10%/mm?®) 6,2-11,0 4,7+0,7 38+0,3 49402 6,0 0,6
Neutrdfilos (%) 17,0 -28,0 17,3+2,3 233+24 18,3+ 1,4 27,0 + 3,2*
Linfocitos (%) 65,0 - 78,0 77,0+26 70,0 + 1,6* 753+13 66,3 + 2,0*
Mondcitos (%) 0,0-4,0 40+0,4 5,0+0,7 5,0+0,7 57+14
Eosindfilos (%) 0,0-2,0 1,740,2 1,7+ 0,4 1,3+0,2 1,0+ 0,0
Plaquetas (10°/mm?) - 768,3 + 452 714,0 + 64,5 891,7 + 30,8 784,0 + 131,8

Os valores expressam a média = e.p.m. (n=6). *p < 0,05 (ANOVA seguido de Teste de Dunnet).
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Gréafico 47: Efeito da administracdo de diferentes doses do EHB de C. spicatus
sobre neutréfilos de ratos. Os valores estdo expressos em média + e.p.m. (n=10).
One-way ANOVA/ Dunnet.*p < 0,05.
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Gréafico 48: Efeito da administracdo de diferentes doses do EHB de C. spicatus
sobre linfécitos de ratos. Os valores estdo expressos em média + e.p.m. (n=10).
One-way ANOVA/ Dunnet.*p < 0,05.
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Gréafico 49: Efeito da administracdo de diferentes doses do EHB de C. spicatus

sobre linfécitos de ratas. Os valores estdo expressos em média + e.p.m. (n=10).
One-way ANOVA/ Dunnet.*p < 0,05.
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3.4.7 Estudo anatomopatoldgico

No teste de toxicidade crbénica, o estudo histolégico incluiu animais de
ambos o0s sexos, submetidos a dose de 126 mg/kg do EHB das folhas de
C. spicatus. Avaliaram-se o coragao, pulmao, figado e rins de todos esses animais.
Do ponto de vista macroscépico, os O6rgaos nao apresentaram alteracdes
anatdmicas. Na avaliacido microscopica, o coracao e rins encontravam-se dentro dos
limites da normalidade histolégica. No figado e pulmdes evidenciaram-se alteragdes
pouco significativas, contudo constantes em todos os animais estudados. As
alteracgdes hepaticas caracterizaram-se pelo aparecimento de discreta degeneracéo
hidropica, com distribuicao aleatéria no parénquima (Figura 8 A e B) e pela presenga
de pequenos e isolados focos de necrose hepatocelular (Figura 9 A), para os quais
ocorreu migracgao de linfécitos pouco numerosos. Ainda no parénquima, ao nivel da
zona 3 (regido perivenular), dilatacdo sinusoidal estava associada a hiperplasia de
células de Kupffer, ambas em grau leve (Figura 9 B). Ademais, nos animais machos
observou-se a ocorréncia de discreta fibrose perissinusoidal, também em zona 3
(Figura 10). Os espagos portais, em geral pequenos e regularmente distribuidos,
foram referencial para visulalizagdo da arquitetura histologica lobular do figado
(Figura 11 A). Entretanto, trés dos seis animais analisados representaram sede de
alteracbes minimas, caracterizadas por portite linfocitaria, sem expansao fibrosa da

matriz conjuntiva (Figura.11 B).
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Figura 8: Cortes histolégicos mostrando degeneragdo hidropica
hepatocelular, em discreto grau, na zona 1 (area periportal), representada
por microvacuolos citoplasmaticos opticamente vazios (A: hematoxilina-
eosina; B: tricrdmico de Masson; X400)

Figura 9: Cortes histologicos mostrando foco de necrose hepatocelular
associado a discreto afluxo de linfécitos (A) e dilatagdo sinusoidal
perivenular (B). (A: hematoxilina-eosina — X400; B: tricrbmico de
Masson — X250)
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Figura 10: Cortes histologicos
mostrando discreta fibrose
perissinusoidal, com topografia em
zona 3, observada em animais
machos. Vermelho picrossirius — A:
X400 ; B: X250
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Figura 11: Cortes histologicos mostrando espago portal com triade vasculo-
biliar inserida em matriz fibroconjuntiva ndo expandida (A). Portite linfocitaria
representada por adensamento linféide, em animal macho. (B). A: vermelho
picrossirius X100; hematoxilina-eosina X100.

O estudo histolégico dos pulmdes revelou arquitetura lobular
parenquimatosa preservada, tendo os alvélos paredes finas com revestimento
epitelial habitual por pneumdécitos. A matriz septal escassa e laxa, eventualmente
comportava capilares congestos, sem haver, contudo, sinais de hemorragia recente
ou antiga (Figura 12 A-B). No tecido conjuntivo peribronquial, destacou-se a
presenca de agregados linféides foliculares, ndo encapsulados, em estreita
associacdo com vénulas peribronquiolares e com a propria mucosa bronquiolar
(Figura 13 A-B), representando evidéncias de estimulagdo do sistema imunitario
BALT (Tecido Linfoéide Associado a Brénquios). Finalmente, nenhum estigma de

atipias celulares epiteliais ocorreu na amostra analisada.



5o KRR,
Flgura 12 A-B: Cortes histolégicos mostrando pulmao com arqmtetura
lobular preservada e rede alveolar de paredes finas (setas curtas).
Bronquiolos com lumes pérvios, revestimento epitelial tipico e adensamento
linféide marginal. (setas longas) Hematoxilina-eosina. A (X100); B (X250).

igura 13 A-B: . Cortes hlstologlcos mostrando hlperpla5|a Iinféide
peribronquiolar (A-B: setas curtas) com congestdo venular (seta longa: A).
Hematoxilina-eosina X100 (A) e X250 (B).
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4 DISCUSSAO

Toda a historia da humanidade nos revela o quanto homens e mulheres
sempre se preocuparam em vencer enfermidades buscando formas de aliviar a dor e
restabelecer a saude. Nesse sentido é notéria a utilizagcdo dos produtos naturais
especialmente onde condigdes socio-econdmicas sdo precarias, notadamente, nos
rincbes do Nordeste brasileiro onde o uso de plantas na cura das doencas ainda é
uma realidade.

A despeito da grande importancia de produtos fitoterapicos, relativamente
poucos estudos foram realizados, no que concerne a toxicologia tendo em vista a
ampla diversidade de espécies vegetais largamente utilizadas no nosso pais.

Os testes em animais sdo realizados anteriormente aos testes clinicos
como forma de tentar prevenir efeitos adversos ao homem (BARROS e DAVINO,
2003).

Ponderando-se sobre a relevancia destes aspectos € que propomos
realizar um estudo que teve por objetivo a investigacdo da toxicidade pré-clinica
aguda e cronica das folhas de C. spicatus coletadas no horto de plantas medicinais
do LTF/UFPB, onde a planta é cultivada.

Apds a obtencdo do extrato hidroalcodlico, realizou-se a triagem
fitoquimica. Esta triagem consiste em uma analise quimica para detectar presenca
ou a auséncia de metabdlitos secundarios utilizando reagentes de coloragdo ou
precipitagdo (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985; AGRA e BARBOSA FILHO, 1990).

A andlise fitoquimica do EHB das folhas de C. spicatus vai de encontro a
estudos de espécies do mesmo género anteriormente realizados que evidenciaram a

existéncia de flavondides, taninos e saponinas (SILVA et al, 2000). A triagem revelou
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a presenca de esterdides com uma reagdo moderadamente positiva (++), taninos
com uma reacao fracamente positiva (+) e na fluorescéncia dos flavondides uma
reagao moderadamente positiva (++).

Para realizacdo deste trabalho foram feitas algumas preparagbes com
folhas frescas e secas a fim de se determinar a dose usualmente utilizada pela
populacdo, dentre as preparagdes com folhas frescas, destaque para a alcoolatura
que de acordo com Prista (1990) é uma forma farmacéutica que resulta da acgéo
dissolvente e extrativa do alcool sobre as drogas vegetais. No entanto, ficou
estabelecido que as doses 14 mg/Kg/dia (dose de uso popular), 42 mg/Kg/dia
(3 X a dose de uso popular) e 126 mg/Kg/dia (9 X a dose de uso popular),
seriam utilizadas na investigagao da toxicidade crénica do EHB de C. spicatus em
ratos as quais foram determinadas a partir do infuso de folhas secas, cuja
concentracdo dos principios ativos se fez mais presente que na alcoolatura e
também comtemplando a forma de como a planta é utilizada pela populacao.

O estudo foi iniciado com a triagem toxicolégica através do bioensaio com
Artemia salina L, que teve como finalidade direcionar os estudos toxicolégicos
subsequentes em ratos.

Artemia salina L. € um microcrustaceo amplamente utilizado como
indicador de toxicidade em um bioensaio que utiliza a CLso (Concentragao letal 50%)
como parametro de avaliacdo da atividade bioldgica (NOBREGA, 2005). O valor
médio da CLsy determinado no teste para a espécie C. spicatus foi 294,70 pug/mL,
desta forma, segundo o método utilizado, constatou-se que a espécie em estudo é
considerada de baixa toxicidade. Para CLsy menor que 1000 ug/mL, as espécies séo
relacionadas com baixa toxicidade (MCLAUGHIN e ROGERS, 1998; LHULLIER;

HORTA; FALKENBERG, 2006; SILVA et al., 2007).
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O ensaio farmacoldgico pré-clinico agudo consiste em uma avaliagao
preliminar das propriedades toxicas de uma substancia-teste, o que permite obter
informacdes acerca dos riscos para a saude resultantes de uma exposicao de curta
duracgéo pela via escolhida, servindo como base para a pesquisa crénica (BRITO,
1994).

Estudo realizado em ratos com o EHB das folhas de C. spicatus no ensaio
para a investigacao da dose letal 50 % (DL50), demonstrou que o EHB n&o induziu a
morte de nenhum animal, quando estes foram submetidos a dose maxima de 2 g/kg
por via oral, sugerindo que a espécie C. spicatus apresenta baixa toxicidade
(VASCONCELOS, 2004).

O ensaio toxicolégico pré-clinico agudo foi realizado a partir do EHB das
folhas de C. spicatus, em ratos submetidos a dose de 2 g/kg (equivalente a cerca de
143 vezes a dose de uso popular).

A triagem farmacoldgica descrito por Almeida et al. (1999) apresenta uma
metodologia simples para “screening” de extratos, substancias, dentre outros
produtos de origem vegetal com possiveis atividades no Sistema Nervoso Central,
avaliando-se através de uma variedade de comportamentos pré-estabelecidos, os
quais sao ressaltados presumivelmente em qualquer Laboratério de Farmacologia
Experimental, que correspondem a atividades estimulantes e depressoras em nivel
de SNC e acbes sobre o Sistema Nervoso Autbnomo. Na observagdao dos
parametros descritos no protocolo nao foi evidenciada nenhuma alteracdo em ambos
0s sexos no periodo de tempo avaliado.

O consumo de agua e ragao foi avaliado diariamente durante o tratamento
agudo com o extrato e o peso corporal dos animais foi observado no 1° dia e no 14°

dia, ndo sendo visualizadas alterag¢des significantes em animais de ambos 0s sexos.



94

Na analise laboratorial do sangue, realizada apos o término do tratamento
agudo, foram verificadas algumas alteragdes hematoldgicas e bioquimicas que
tiveram significancia estatistica. Com relagdo aos parametros hematologicos foram
observados: aumento no volume corpuscular médio (VCM) e na hemoglobina
corpuscular média (HCM) em ambos os sexos e redugdo da concentragdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM) somente apresentada nos machos.
Abalizados em comparagdes com a literatura € possivel perceber que as alteragoes,
em sua maioria, estdo dentro da faixa de variabilidade estabelecida anteriormente
por Diniz, 2000. Além do mais nao foi visualizada a presenca de anemia nos animais
(ambos os sexos) investigados visto os valores do hematdcrito e a concentragao de
hemoglobina se encontrar dentro de parametros pré-estabelecidos. E importante
ressaltar que a caracterizacdo semiolégica de qualquer anemia exige o
conhecimento de dados hematoldgicos, como por exemplo, o valor globular ou grau
de coloragao eritrocitaria e o tamanho das hemacias (GORINA, 1984; MILLER,
1999). Isto sugere que apesar dos dados serem validados do ponto de vista
estatistico, tais alteragcdes ndo possuem relevancia clinica.

A diminuicao de leucécitos observada em fémeas quando do tratamento
com 2 g/kg de EHB foi bastante significativa. Convém lembrar que a dose em
questdo é bastante elevada e representa uma exposicdo que nao é vista no
cotidiano das pessoas que fazem uso desta planta. A ingestdo de algumas
substancias, por exemplo, benzeno, metais pesados, fenilbutazona, sulfamidas,
cloranfenicol, antibiéticos B-lactdmicos, antivirais entre outros podem induzir uma
leucopenia téxica (GORINA, 1984; MILLER, 1999; SILVA, 2006). Uma série de
estudos realizados em ratos tem demonstrado que as fémeas sdo mais sensiveis as

drogas que os machos, esta variagao parece resultar de diferengas hormonais. Os
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horménios femininos inibem o sistema enzimatico microssomal aumentando a
sensibilidade das fémeas as drogas (MELLO, 2002).

Nos parametros bioquimicos foram registrados aumento nos niveis de
potassio, magnésio, colesterol total, fosfatase alcalina, proteinas totais e albumina e
reducao nos niveis de uréia e creatinina em ambos os sexos. A gravidade clinica da
hipercalemia relaciona-se com o risco de parada cardiaca ou fibrilagdo ventricular
quando os niveis se aproximam de 9-10 mEqg/L (GORINA, 1984). Porém, nada foi
verificado, na pratica, que correspondesse a tal quadro.

Classicamente utilizada como parametro de avaliagao da funcao renal a
uréia vem sendo aos poucos substituida pela dosagem da creatinina para essa
finalidade. Entretanto, o encontro dos niveis séricos elevados de uréia ainda
levantam em primeiro lugar a hip6tese de insuficiéncia renal. O tratamento agudo
com EHB na dose de 2 g/kg foi capaz baixar concentragbes sanguineas de ambos
0s parametros.

A fosfatase alcalina € uma enzima presente em praticamente todos os
tecidos corporais ocorrendo em niveis particularmente elevados no epitélio intestinal,
tubulos renais, ossos, leucocitos, figado e placenta. Elevagbes leves ou moderadas
sao observadas em muitos pacientes com disturbios parenquimatosos hepaticos,
tais como hepatite e cirrose, tendo sido relatados aumentos transitorios em
praticamente todos os tipos de hepatopatias (MILLER, 1999; MILLER, 2002). Por se
tratar de uma exposigado em curto prazo e numa dose elevada (2 g/kg) € necessario
uma investigagcdo a longo prazo a fim de se constatar se estas mudancgas
perdurardo. A principio pode-se inferir que as alteracdes verificadas promovidas pelo
extrato, apesar de estatisticamente significativas, parecem ter relagdo com a alta

dose administrada, respaldando o axioma da toxicologia que “a dose faz o veneno”.
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As alteracdes que ocorreram apenas em machos foram a elevagao dos
niveis séricos de trigliceridios e diminuigao do acido urico.

Espécies do género Costus sao relatadas na literatura como potencias
redutores de célculos renais (ARAUJO VIEL et al., 1999). E importante ressalvar
neste aspecto o mecanismo de formacao de calculos renais. Existem quatro tipos
principais: a maior parte dos calculos, de 75 a 80% contém calcio, representado
essencialmente por oxalato de calcio. Outros 15% constituidos por fosfato de
magnésio e aménia (s&o chamados calculos de estruvita), 6% s&o calculos de acido
urico e 1 a 2% séo formados por cistina (COTRAN, KUMAR, ROBBINS, 1996;
SAMPAIO; RODRIGUES; FAVORITO 2001; ATMANI et al., 2004). E digno de nota o
fato de o EHB das folhas de C. spicatus reduzir niveis séricos de acido urico em
animais tratados a curto prazo.

Ainda tratando do ensaio agudo, outros parametros que ocupam
significancia estatistica nos animais de ambos os sexos estdo proteinas totais e
albumina. Os niveis séricos destes dois parametros estdo elevados em relagéo ao
controle embora n&o ultrapassem muito os valores descritos previamente por Diniz,
2000 para os animais roedores do LTF/UFPB.

Os niveis da aspartato transaminase mostraram-se acima do normal nas
fémeas quando comparados ao grupo controle e a limites pré-estabelecidos. O fato
de o extrato elevar os niveis séricos destas enzimas nao significa dizer que 0 mesmo
apresenta-se como um agente tdxico, uma vez que existem na terapéutica
medicamentosa varios farmacos que apresentam uma larga incidéncia de efeitos
colaterais desta natureza, a exemplo do que ocorre com os agentes antiinflamatérios
nao esteroidais. Inumeros trabalhos tém relatado aumento significante das

transaminases em pacientes que utilizam tais medicamentos. O diclofenaco



97

demonstra uma reagao adversa comum que € uma mudanga na fungao hepatica
em nivel destas enzimas (podendo afetar entre 1 a 10 pessoas a cada 100). Ha
elevagao sérica de transaminases (AST e ALT) com o uso de aspirina e evidéncias
epidemioldgicas sugerem que o AAS tem um papel potencializador na patogénese
da lesdao hepatica. O paracetamol pode determinar injuria hepatica grave com
concentragbes plasmaticas da droga acima de 300 ug/mL, tornando evidente que
disfuncdo hepatica pode ser traduzida pelo aumento das taxas dessas enzimas
(ARAUJO LIMA et al., 2001; KRAYCHETE, 2002; CARVALHO, 2006).

Deve-se ressaltar que o figado é o 6rgao responsavel pela formagao de
albumina. Extenso dano hepatocelular pode diminuir o nivel sérico de albumina, ja
que a sintese dessa fracdo protéica se da exclusivamente na célula hepatica. Em
condigbes normais, o figado €& pouco importante a sintese das proteinas
plasmaticas, contudo, nas hepatopatias crénicas os histiocitos que convergem ao
figado aumentam a capacidade de sintese dessas proteinas por esse 6rgéo
(GORINA, 1984; MILLER, 1999; MILLER, 2002).

As alteragbes hematoldgicas discutidas anteriormente e as alteragbes
bioquimicas, que poderiam ser compreendidas como efeitos toxicos do extrato foram
a elevacdo dos niveis de colesterol total, trigliceridios, aumento de AST, fosfatase
alcalina, proteinas totais, albumina e potassio. Apesar disso, estes resultados,
embora de significado estatistico, parecem nao ter importancia clinica considerando-
se que a dose administrada foi 2 g/kg, ou seja, a dose que corresponde a cerca de
140 vezes a de uso popular preconizada por Vasconcelos (2004).

Portanto, os resultados da avaliagdo dos parametros hematoldgicos e
bioquimicos durante a avaliagdo aguda parecem retratar indicios de toxicidade

hepatica na alta dose utilizada.
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Uma vez concluidos os ensaios toxicolégicos agudos com o EHB das
folnas de C. spicatus partimos entdo a realizacdo de um estudo de toxicidade
crbnica cujo objetivo principal é assinalar os aspectos toxicolégicos de uma
determinada substancia administrada repetidamente e em dosagens diferentes a
uma espécie de mamifero por um periodo longo de tempo (BRITO, 1994; SIPES;
DART; FISCHER, 2006).

Ensaios toxicolégicos pré-clinicos crénicos foram realizados em ratos de
ambos os sexos utilizando-se o EHB das folhas de C. spicatus, administrado por via
oral, em diferentes doses: dose de uso popular (14 mg/kg), 3 X a dose de uso
popular (42 mg/kg) e 9 X a dose de uso popular (126 mg/kg). O ensaio foi conduzido
por um periodo de 90 dias e parametros como temperatura corporal, glicemia,
consumo de agua e ragdo, evolugdo ponderal, avaliagdo comportamental,
parametros hematoldgicos e bioquimicos e estudo histotolégico foram avaliados.

A temperatura apresentou-se normal durante todo o ensaio, variando de
36,5 - 38,1 °C para os machos e 37,1 - 38,9 °C para as fémeas, podendo mostrar
que a relagdo metabolismo/regulagdo conservou-se preservada durante a
administracao prolongada do extrato da planta.

Com relagdo a afericdo da glicemia quinzenal no estudo crdénico, foi
observado que os animais, de ambos 0s sexos, ndo apresentaram alteracdes
estatisticamente significativas em nivel glicémico.

Os efeitos da administragdo cronica sobre o consumo de &agua e
alimentos mostraram alteragdes significativas em ambos os sexos. Com relagédo ao
consumo de agua, as fémeas apresentaram uma redugdo no consumo na 72
(42 mg/kg) e aumento nas 3%, 5% 6% e 9% semanas (126 mg/kg). Na 13% semana de

tratamento ocorreu elevagéo no consumo de agua nas doses 14 mg/kg e 126 mg/kg.
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Os machos demonstraram aumento significativo apenas durante a 52 semana nas
doses de 14 mg/kg e 42 mg/kg, seguido de redugdo do consumo da 10% a 13?
semana na maior dose utilizada. As fémeas aumentaram o consumo de rag¢édo na 2°
semana (14 mg/kg) e na 5% 6%, 8% 9% e 13 semanas (126 mg/kg). Os machos
também apresentaram aumento no consumo de alimento na 5% semana nas trés
doses usadas e na 7% e 8% (126 mg/kg).

Conforme pode ser visto, os resultados sdo os mais diversos, ora o
consumo de agua aumenta, ora o consumo € diminuido. O consumo de ragéo
apresentou-se aumentado em ambos os sexos. Nao parece possivel correlacionar a
ingesta de agua e alimento com evolugado ponderal e consequente agao do extrato
da planta. Foi observado, ainda, que ratos de ambos os sexos aumentaram de peso
apenas na 2% semana de tratamento na dose de 126 mg/kg.

O teste de campo aberto foi realizado para a avaliacdo de alteracdes
comportamentais com o auxilio do aparelho de campo aberto proposto por
Carlini et al. (1986), no intuito de analisar a atividade exploratéria dos animais
mediante sua movimentacdo espontdnea (ambulagdo), o0 numero de
comportamentos de auto limpeza (“grooming”), de levantar (“rearing”) € o numero de
bolos fecais sendo possivel inferir sobre o indice de emocionalidade dos animais
(Masur et al., 1971). A avaliagdo da interferéncia do EHB de C. spicatus sobre o
comportamento emocional do animal, indicou alteragcbes sobre o sistema nervoso
central na dose de 42 mg/kg em ratos e nas doses de 14 mg/kg e 126 mg/kg em
fémeas.

O tratamento com EHB das folhas de C. spicatus, por via oral, apresentou
resultado significativo apenas no comportamento de auto-limpeza e isto pode ser

visto no decorrer do ensaio de toxicidade cronica. No que diz respeito ao tratamento
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dos machos com o EHB observou-se alteragées do parametro auto-limpeza na dose
de 42 mg/kg, via oral, muito embora nenhuma alteragao significativa tenha sido
observada nos parametros de ambulacdo, levantar e defecacdo. Este efeito pode
estar relacionado a presenca de substancias que promovem efeitos depressores do
SNC, entretanto, nada poderia ser confirmado uma vez que nao foram observadas
alteracbes dos demais parametros. Todavia, no tocante a toxicidade crbénica, este
efeito observado isoladamente tem pouca relevancia.

Nas fémeas também apenas o parametro de auto-limpeza foi alterado,
principalmente nas doses de 14 mg/kg e 126 mg/kg. A analise destes resultados
permite sugerir que ha uma influéncia do extrato sobre o SNC, mas nada pode ser
conclusivo visto termos a considerar que os demais parametros permaneceram
inalterados corroborando com a hipétese de que este extrato tem baixa toxicidade.

O teste no aparelho de “rota-rod” foi realizado a fim de investigar
alteracbes motoras. Foi constatado um “deficit” no tempo de permanéncia apenas
dos animais do sexo masculino na barra giratéria, sendo bem evidente na 1°
quinzena de tratamento, a tendéncia a reducdo do desempenho dos animais no
aparelho é patente durante todo o tratamento na maior dose utilizada (126 mg/kg).
Substancias que possuem potente acdo depressora sobre o SNC promovem
resultados positivos no teste do “rota-rod” (Carlini, 1986). A diminuicdo do tempo de
permanéncia dos animais no aparelho de “rota-rod” poderia ser explicada por um
efeito depressor, que foi aparente apenas na maior dose, bem como por uma
possivel agao neurotdxica. Independente da causa se percebe que esta alteracéo é
transitéria uma vez que nao se observa nas quinzenas seguintes. Aliado aos

resultados do teste de campo-aberto estas observagdes reforcam a hipbétese de que
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o EHB administrado durante 90 dias ndo apresenta alta toxicidade em ratos de
ambos os sexos sobre o SNC.

No estudo cronico do EHB, foi realizada a analise de parametros
hematoldgicos e bioquimicos nos grupos tratados com as trés doses e nos grupos
satélites. As fémeas apresentaram ligeira tendéncia a linfocitopenia nas doses
14 mg/kg e 126 mg/kg e neutrofilia na maior dose utilizada, contudo, essas
alteragdes estdo dentro de limites pré-estabelecidos (DINIZ, 2000; MARIZ, 2006).
Evidenciou-se também uma ténue disposicdao a neutrofilia e linfocitopenia nos
machos na dose 126 mg/kg. Os neutrdfilos sdo as células de primeira linha de
defesa contra infeccbes e nas reagdes inflamatérias as alteragdes neste tipo de
leucécito sdo melhor percebidas. Tém agao fagocitica e, se mortos, podem provocar
necrose tecidual devido a liberacdo de suas enzimas lisossdmicas para o intersticio
(GUIDUGLI-NETO, 1997). A linfocitopenia pode ser causada por varias doengas e
condicdes. A quantidade de linfécitos pode diminuir brevemente durante condicbes
de estresse severo como infecgdes crénicas e durante o tratamento envolvendo
drogas, por exemplo, a prednisona (MANUAL MERCK, 2006). As alteragdes nestes
parametros nao foram revertidas quando analisados estatisticamente o grupo
satélite. Todavia, conforme dito anteriormente, as diferengcas em relagdo ao grupo
controle e dados da literatura foram sutis.

As oscilacbes nos pardmetros bioquimicos também ocorreram em
machos e fémeas. O estudo destes itens é importante para se verificar efeitos do
EHB sobre o metabolismo destas substancias, permitindo a interpretacdo de
desordens hepaticas ou renais. Em sua maioria, as variacbes foram reversiveis

quando do estudo estatistico dos respectivos grupos satélites.
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Foram visualizados nos machos aumento no colesterol total (DU e 3 DU),
trigliceridios (DU), LDH (DU), amilase (DU e 3 DU), proteinas totais (DU e 3 DU),
ligeiro aumento da albumina (doses usual e intermediaria) e a uréia apresentou-se
aumentada na dose 42 mg/kg e reduzida na maior dose utilizada.

A elevagdo dos niveis de colesterol total e trigliceridios ndo foram
observadas no grupo satélite na dose de 14 mg/kg, ou seja, houve reversibilidade
total deste efeito quando da retirada do extrato (de 83,0 + 0,7 para 61,7 + 2,4).
Ocorreu uma ligeira tendéncia a regressao nos niveis de colesterol no grupo satélite
da dose de 42 mg/kg (de 76,3 £ 4,0 para 72,0 £ 4,1), todavia, ndo teve relevancia
estatistica. Ainda fazendo referéncia ao colesterol foi vista uma elevagao da sua taxa
na maior dose utilizada mesmo apds o término do tratamento, o mesmo ocorrendo
com trigliceridios nas doses de 42 mg/kg e 126 mg/kg, o que pode ser devido a
disturbios metabdlicos dos proprios animais.

As lipoproteinas de alta densidade (HDL) exercem varios efeitos
antiaterogénicos. Participam em vias metabdlicas que removem o colesterol da
parede arterial e também iniciam a oxidagdo das lipoproteinas aterogénicas
(MALLOY e KANE, 2003). A funcao principal da HDL parece ser a remogao do
excesso de colesterol livre da periferia, a condugdo ao figado e a promogao da
metabolizagcdo e secrecao na bile, o que é conhecido como transporte reverso de
colesterol (INEU et al.,, 2006). O tratamento com EHB promoveu um aumento
substancial da HDL. Um fato que chamou atencéao foi que nao houve reversibilidade
deste efeito quando se analisou o grupo satélite, parecendo que o EHB produz um
efeito vasoprotetor pela elevacao desta lipoproteina. Estudo quimico realizado com
as folhas de C. spicatus culminou com o isolamento e elucidagédo estrutural de

flavondides glicosidicos, tamarixetina, kaempferide, quercetina (SILVA et al., 2000).
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Varios estudos tém comprovado efeitos benéficos dos flavondides e a sua baixa
toxicidade a exemplo dos que foram conduzidos com flavondides e com flavonas
como a quercetina e luteonina que demonstraram efeitos antioxidantes na
prevencao de cancer e também como inibidores da formagdo de placas
aterosclerdticas (LIMA et al.,, 2003). Convém salientar a presenga abundante de
flavondides na espécie em estudo, conforme foi visto na triagem fitoquimica.

A amilase é uma enzima que participa da digestao de carboidratos de alto
peso molecular na saliva e no estbmago. Esta presente em varios tecidos e érgaos,
sendo mais concentrada principalmente no pancreas, todavia a amilase do soro
normal é originada, em grande parte no figado. Sua redugédo pode significar tanto
insuficiéncia pancreatica, quanto dano hepatico (HENRY, 1995; MILLER, 1999;
MILLER, 2002). O que se observou no tratamento cronico foi um aumento em sua
taxa que logo voltou aos indices normais quando analisados os grupos satélites.

Observam-se aumentos da amilasemia em varias condi¢gdes: nas
pancreatites agudas e pancreatites secundarias a hepatites virais agudas e Ulcera
penetrante no pancreas. Além disso, foram descritas alteragdes discretas da amilase
sanguinea em varios disturbios abdominais pancreaticos: gastrite, ulcera duodenal,
trombose da veia porta, dentre outras (GORINA, 1984).

A elevacdo das proteinas totais e albumina mostraram-se reversiveis. A
despeito disso, na dosagem das proteinas totais dos grupos satélites ocorreu um
discreto aumento nos grupos 3 X DU (de 7,5 £ 0,1 para 7,6 + 0,3) e 9 X DU (de
6,3+ 0,1 para 6,9 £ 0,0), no entanto esses achados parecem nao ter importancia
clinica visto estarem muito proximos aos descritos anteriormente (MARIZ, 2006). A

albumina alterou discretamente, ndo sendo considerado efeito téxico relevante.
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A eliminacdo excessiva de uréia esta relacionada a desordens renais
descompensacéao cardiaca, aumento no catabolismo protéico devido a alta ingestao
de proteina, exercicio intenso, queimaduras e febres, choque hemorragico,
disenteria aguda (LIMA et al., 2001). O tratamento crdénico promoveu um aumento
significativo da uréia na dose 42 mg/kg em ambos os sexos tendo voltado aos niveis
normais quando retirou-se o tratamento. Aumentos dos niveis séricos de uréia, pode
representar alteracao renal, decorrente da maior necessidade de trabalho deste
orgao, para eliminar grande quantidade da substancia teste (DINIZ, 2004). No
tocante aos rins os exames histoldgicos n&o apresentaram anormalidades.

A maioria das alteragdes anteriormente citadas ndo permanece apos o
periodo de tratamento. A reversibilidade desses efeitos é algo extremamente
importante, pois além de demonstrar que os parametros alterados voltam ao normal
apos suspensdo da droga, indica também a capacidade de reagdo do organismo
que recebeu a droga (FERES et al., 2006).

Nos exames microscopicos, o coragao e rins de ratos de ambos os sexos
mostraram-se dentro dos parametros da normalidade, ou seja, sem particularidades
histoldgicas.

Embora todos os tecidos tenham alguma capacidade de metabolizar
drogas, o figado € o principal 6rgao que exerce essa fungado (CORREIA, 2005).
Provavelmente, devido a esse fator, o figado € o 6rgao mais afetado pelos efeitos
téxicos de substancias, mesmo que esses efeitos possam atingir todos os sistemas
e 6rgaos (MENDES, 1988). Péde-se observar, nas condigbes do presente trabalho
que o EHB na dose de 126 mg/kg mostrou agao toxica hepatica, uma vez que os
exames histolégicos demonstraram a ocorréncia de focos pequenos e isolados de

hepatocitdlise (necrose lobular) associados a exsudagdo de mononucleares, nao
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sendo vista atividade regenerativa celular, induzindo subversdo estrutural ou
arquitetural do tecido hepatico. Esse achado necroinflamatério lobular associou-se a
portite linfocitaria, em trés dos seis animais analisados, havendo ainda degeneragao
hidropica hepatocelular, em zona 1 (periportal). A degeneracao hidrépica é referida
como lesao de preservacao celular. Usualmente é decorrente da isquemia a que é
submetido o tecido hepatico, porém outros fatores como drogas e toxinas também
podem estar implicadas na producdo dessa alteragdo parenquimatosa
(CASTRO, 2002).

Em machos e fémeas, o estudo microscopico do tecido conjuntivo
peribronquial dos pulmdes, revelou a presenca de agregados linfoides foliculares,
nao encapsulados, em estreita associacdo com vénulas peribronquiolares e com a
prépria mucosa bronquiolar (Figuras 11 A-B e 12 A-B), representando evidéncias de
estimulacado do sistema imunitario BALT (“Bronchial-Associated Lymphoid Tissue”).
Vale ressaltar, ademais, que ndo houve qualquer evidéncia de atipias estruturais -
nucleares ou citoplasmaticas, nem arquiteturais, nos 6rgaos da populagao animal
estudada, pelo que se pode admitir, que, nas doses preconizadas nesta pesquisa, o
fitoterapico nao possui efeitos oncogénicos.

Portanto, os resultados desse estudo demonstram que o extrato
hidroalcodlico das folhas de C. spicatus, apresentou alguns efeitos adversos nos
estudos toxicolégicos pré-clinicos na dose popular 14 mg/kg, como aumento nos
niveis de colesterol total, trigliceridios e amilase. O aumento do colesterol HDL pode
representar um efeito desejavel uma vez que a presenca elevada desta lipoproteina

no sangue traz varios beneficios ao homem.



106

O extrato hidroalcodlico bruto das folhas de C. spicatus apresenta-se com
baixa toxicidade, exceto por alteragbes em alguns parametros, conforme

mencionado. Neste aspecto, seguem algumas reflexdes que sao de extrema valia:

e A despeito da presenca de alteragdes, no geral, o EHB das folhas de C. spicatus
apresentou-se bem toleravel,

e A maioria das alteragbes que ocorreram nas doses mais elevadas e a longo
prazo sdo completamente reversiveis com a retirada do extrato;

¢ Alguns medicamentos em uso apresentam mesmo em doses terapéuticas uma
série de alteragcbes organicas, as vezes, irreversiveis, por exemplo, os
glicocorticéides sao capazes de ocasionar uma gama de complicagbes como:
diabetes, osteoporose, hipertensao arterial, obesidade, lipdlise com redistribuicéo
de gordura, cegueira, etc. alguns destes irreversiveis, sendo determinados pela
dosagem e tempo de tratamento. Apesar disso, constituem uma importante opgao
na terapéutica para uma gama de enfermidades (MACEDO e OLIVEIRA, 2006).

e Esse relato nos faz lembrar o axioma mais importante da toxicologia que diz: “a
dose faz o veneno” ja que qualquer substancia quimica pode ser tdxica se a
dosagem empregada ou a exposi¢céo a substancia for bastante alta (MELO, 2005;
SIPES; DART; FISCHER, 2006).

e O trabalho foi realizado com o EHB de folhas, produto da extragao exaustiva com

alcool a 50%, pressupde-se uma concentracdo mais elevada do que a usada pela

populagdo que na maioria das vezes utiliza o cha (infuso ou decocto) o qual

demanda menor tempo de extragdo dos principios ativos e cujo agente solvente € a

agua. Com base nos estudos realizados pode-se inferir que o extrato desta planta

apresenta uma boa margem de seguranca.
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5 CONCLUSOES

e O EHB possui baixa toxicidade frente a Artemia salina L., uma vez que

o valor obtido da CLsp (294,7 ug/mL) foi menor que 1000 ug/mL.

e Os estudos toxicolégicos pré-clinico agudo e crénico do EHB de
C. spicatus em ratos demonstraram reacdes adversas na dose de uso
popular e pequenas alteracbes nos parametros hematologicos e

bioquimicos nas doses de 42 mg/kg e 126 mg/kg.

e Grande parte das alteracbes induzidas pelas doses mais altas nos
parametros hematolégicos e bioquimicos foram revertidas apds
suspensdo do uso, fato verificado pela analise dos parametros do

grupo satélite.

e Levando-se em consideracdo que a populagao utiliza o cha das folhas
de C. spicatus para obter uma acgéo antilitiase renal, foi importante
demonstrar que os estudos levaram a uma redugao significativa do
acido urico nos machos tratados agudamente com EHB na dose de

2 g/kg (143 vezes a dose de uso popular).

e O EHB nado promoveu alteragdes histologicas de carater clinico
importante no tocante ao coragao, rins e pulmdes, no entanto, no
figado, houve modificagdes histopatologicas de relevancia clinica na

dose de 126 mg/kg.
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