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AVALIAQZ\O TOXICOLOGICA DO EXTRATO BRUTO HIDROALCOC)LIQO DE
Himatanthus drasticus (APOCYNACEAE) EM RATAS EM GESTACAO
Verbnica Saraiva César; Ana Clara Gomes dos Santos; Rosane Maria Trindade de
Medeiros

RESUMO

A fitoterapia vem ganhando cada vez mais espag¢o no tratamento das doencas, tanto
humanas como em animais, sendo muitas plantas utilizadas sem o conhecimento de sua
verdadeira eficacia e causando eventuais agravos a saude. O Himatanthus drasticus é
empregada na medicina popular no combate da febre, inflamagé&o, cancer, na cicatrizagéo
e vermifucdo. Objetiva-se estudar os efeitos da administracdo do extrato bruto
hidroalcéolico (EBHA) de H. drasticus durante o periodo gestacional de ratas. Para o
experimento foram utilizados ratos (Rattus norvegicus), machos e fémeas da linhagem
Wistar, onde nas fémeas do grupo tratado (GT) foram administrados 250 mg/kg do EBHA
de H. drasticus via oral por gavage do 6° ao 19° dia de gestacao e o grupo controle (GC)
foi administrado agua filtrada utilizando a mesma via e no mesmo periodo de gestagao. O
consumo total de agua e ragdo, € o ganho de peso total das maes nao apresentaram
diferenga significativa do GT com o GC. Nao foi apresentado nenhum sinal de intoxicacao
materno durante a administragdo do EBHA. O peso relativo dos 6rgdos maternos também
nao apresentou diferenga entre os grupos. Foi avaliado o peso da ninhada e comprimento
dos fetos de cada grupo, onde o teste estatistico ndo mostrou diferenca estatistica
significante entre o GT e o GC. O desempenho reprodutivo das fémeas dos GT nao
sofreu interferéncias com a administracdo do EBHA, assim como ndo apresentou
nenhuma alteracdo histoldégica nos 6rgéo analisados. Quanto as analises dsseas, nao

foram encontradas alteragdes que caracterizassem malformacoes fetais.

Palavras-chaves: Himatanthus drasticus, fitoterapia, ratas prenhes

17



ASSESSMENT OF TOXICOLOGICAL CRUDE HYDROALCOHOLIC EXTRACT OF
Himatanthus drasticus (APOCYNACEAE) IN RATS IN PREGNANCY

Verbnica Saraiva César; Ana Clara Gomes dos Santos; Rosane Maria Trindade de
Medeiros

ABSTRACT

The herbal medicine is gaining more space in the treatment of diseases, both human and
animals, many plants being used without knowledge of their true effectiveness and
causing any health problems. The Himatanthus drasticus is used in folk medicine to
combat fever, inflammation, cancer, healing and worming. This study focuses on the
effects of administration of crude hydroalcoholic extract (EBHA) H. drasticus during
pregnancy in rats. For the experiment were used rats (Rattus norvegicus), male and
female Wistar, where females in the treated group (TG) were administered 250 mg/kg
EBHA H. drasticus by oral gavage from the 6™ to the 19" day of gestation and the control
group (CG) was given filtered water using the same route and at the same gestation
period. The total consumption of water and food, and total weight gain of mothers showed
no significant difference in the TG with the CG. There has been presented no sign of
toxicity during the administration of breast EBHA. The maternal organ weights did not
differ between groups. We evaluated the litter weight and length of fetuses in each group,
where the statistical test is not got no significant difference between TG and CG. The
female reproductive performance of the TG suffered no interference with the
administration of EBHA, and showed no histological changes in the organ analyzed.
Concerning to bone, there were no changes that characterize fetal malformations.

Keywords: Himatanthus drasticus, phytotherapy, pregnant rats
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1. INTRODUGCAO

O emprego das plantas medicinais no tratamento de enfermidades tem sido
registrado desde a antiguidade. No Egito antigo, relatos no Livro do Vivos descrevem
sobre 0 uso das propriedades curativas de extratos vegetais, utilizados para o tratamento
de enfermidades diversas (NEVES, 2001).

Até o inicio do século XIX, os recursos terapéuticos eram constituidos
predominantemente por plantas e/ou extratos vegetais e esses recursos sofreram grandes
alteragbes dos farmacos utilizados atualmente na medicina popular (SCHENKEL et al.,
2002). Com o desenvolvimento da farmacologia, da quimica organica e da bioquimica, 0os
medicamentos de origem sintética, aos poucos ocuparam o lugar das plantas medicinais.
Apesar dessa constatacdo, nas ultimas décadas, alguns fatores contribuiram para mudar
esse cenario, dentre eles: os efeitos colaterais dos farmacos sintéticos (SIMOES et al.,
1998; CALIXTO, 2000).

A preocupacdo com os efeitos téxicos de diferentes agentes sobre a
reproducgdo, desenvolvimento embriofetal e o recém-nascido, além da especificidade das
metodologias usadas para estudar tais efeitos determinaram o surgimento de uma nova
ciéncia — a Toxicologia Reprodutiva - que passou a integrar os estudos complementares
dos efeitos toxicos de diversos agentes (FERNANDES, 2009).

Os estudos pré-clinicos de toxicidade reprodutiva consistem em testes
realizados em animais com 0 objetivo de verificar o potencial de um novo produto ou
substancia quimica em promover efeitos adversos sobre as etapas do processo
reprodutivo: ciclo estral, fertilidade, acasalamento, desenvolvimento embriofetal, parto e
desenvolvimento pés-natal dos descendentes até a maturidade reprodutiva (ICH, 2001;
PINTO, 2005). Testes envolvendo animais tratados durante estdgios definidos da
reproducao refletem com certa seguranca os efeitos da exposicao de produtos medicinais
ao homem e permite uma maior identificacdo dos estagios do desenvolvimento
reprodutivo sujeito a riscos.

Drogas vegetais tém sido utilizadas ndo somente como agentes terapéuticos,
mas também com fins alimenticios (SULLIVAN; HAGEN, 2002), para a caga e para a
guerra, (BISSET, 1989; PRANCE, 2005) bem como para rituais religiosos e
abortivos(SCHULTES, 2001).
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Apesar do aumento dos estudos com fitoterapia, os dados disponiveis revelam
que apenas 15 a 17% das plantas foram estudadas quanto ao seu potencial medicinal
(SOEJARTO, 1996).

O emprego de plantas medicinais com fins curativos é uma pratica que se tem
utilizado ao longo da histéria. A OMS (2000) reconhece que 80% da populacao mundial
ainda recorre as plantas medicinais dentro do sistema de atencao primaria da saude.

Na familia Apocynaceae as espécies do género Himatanthus, sao encontradas
exclusivamente no continente sul-americano, destacam-se tanto pelo seu difundido uso
como planta medicinal quanto pela diversidade de compostos farmacologicamente ativos
encontrados. O nome do género Himatanthus deriva de uma expressdo grega que
significa “manto-de-flor”, referindo-se as bracteas que envolvem os botdes florais das
espécies (DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002).

Himatanthus drasticus ¢ uma Apocynaceae da subfamilia Plumeriodeae,
presente geograficamente no Brasil nos estados Minas Gerais, Bahia, Sergipe, Alagoas,
Pernambuco, Rio Grande do Norte, Ceara, Paraiba, Piaui, Maranhdo, Pard e Roraima, a
qual também é encontrada na Guiana Francesa, Suriname e Guiana (PLUMEL, 1991). No
Maranh&o o género Himatanthus é conhecido como janauba; em outros estados recebe
outras denominacdes como Pau-de-leite no Piaui, Joana-Guba no Rio Grande do Norte e
Sucuuba na Amazdnia (AMARO et al., 2006).
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2. JUSTIFICATIVA

Na tentativa de resolver o problema de parasitas que acometem os animais
domésticos e silvestres, tém-se utilizado intensivamente de maneira indiscriminado varios
grupos de compostos quimicos como medida de controle das parasitoses, contribuindo
dessa forma para o aparecimento de populagdes resistentes. A fitoterapia € uma pratica
milenar que tem se mostrado bastante eficiente no trato de varias enfermidades
veterinarias, dentre as quais citam as nematodioses gastrintestinais e representa uma
alternativa ecologicamente viavel, contribuindo inclusive para o aumento da lucratividade
pecudria, uma vez que reduz o uso de anti-helminticos convencionais, diminuindo a
toxidez do animal e o impacto do meio ambiente.

Na literatura consultada ndo foram encontradas referéncias sobre avaliacbes do
efeito toxicologico do vegetal H. drasticus na gestacdo, desse modo essa pesquisa vem a
contribuir para a avaliacdo do risco reprodutivo, considerando-se que 0O USO
indiscriminados do vegetal pelos criadores de pequenos ruminantes, como controle de

verminose tem sido utilizado nos municipios do Estado do Maranhao.
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3. REVISAO DE LITERATURA

A fitoterapia tem sido considerada um método de cura ideal pois estudos
cientificos comprovam sua eficacia, estando ela ao alcance de toda a populacado devido
ao baixo custo, além de promoverem menores efeitos colaterais. No Brasil existe um
grande numero de plantas com propriedades terapéuticas, porém poucas espécies ja
foram cientificamente estudadas (CARVALHO et al., 2008).

A Organizacao Mundial da Saude (OMS), indica que nas ultimas décadas é
notério a revalorizacdo do emprego de preparacdes fitoterapicas (WHO, 2001).
Observando esta tendéncia, seguimentos da industria farmacéutica passaram a
desenvolver esforgcos voltados para o aprimoramento de medicamentos fitoterapicos em
escala industrial com o objetivo de explorar um possivel mercado em elevada expansao.

Na Africa, estima-se que, 80% da populacdo dependem do uso de produtos
oriundos de plantas medicinais, 0s quais representam terapias alternativas frente ao alto
custo dos farmacos sintéticos (ASCHWANDEN, 2001). Na Alemanha em 1997, as plantas
medicinais eram utilizadas para tratar resfriados (66%), gripe (38%), doengas do trato
digestivo ou intestinal (25%), dores de cabeca (25%), insbnia (25%), ulcera estomacal
(36%), nervosismo (21%), bronquite (15%), doencas de pele (15%), fadiga e exaustéo
(12%). Nesse mesmo pais, foi verificado que a automedicacdo com preparacdes a base
de plantas medicinais era muito comum (CALIXTO, 2000).

O mercado mundial de medicamentos fitoterapicos é de US$ 43 bilhdes anuais.
Somente nos Estados Unidos da América, este mercado representa US$ 5 bilhdes
anuais, sendo o setor de mais rapido crescimento no mercado farmacéutico norte-
americano (ASCHWANDEN, 2001). Na Alemanha no ano de 1997, se consumia metade
dos extratos vegetais comercializados em toda a Europa (cerca de US$ 3,5 bilhdes do
total de US$ 7 bilhdes, ou US$ 42,90 per capita) (CALIXTO, 2000).

No Brasil as estatisticas indicam que os laboratorios privados crescem a uma
taxa de aproximadamente 20% ao ano, com relagcdo a sua capacidade produtiva de
fitoterapicos (BRASIL, 2001).

O Brasil participa expressivamente do mercado internacional de plantas
medicinais. Segundo dados da Carteira de Comércio Exterior, o Brasil exportou no ano de

31



1984 um valor estimado de US$ 20 milhdes em produtos naturais obtidos de plantas. A
exploracdao de recursos medicinais no Brasil, no entanto, esta relacionada, em grande
parte, a coleta extensiva e extrativa de material silvestre. Apesar da exportagéo de varias
espécies medicinais na forma bruta ou de seus subprodutos, poucas espécies atingiram o
ponto para cultivo. O fato é mais marcante quando consideramos as espécies nativas,
cujas pesquisas basicas sao ainda incipientes, nao existindo o cultivo em grande escala
(NEVES, 2001).

Os fitoterapicos ainda sofrem restricdo quanto ao uso e aceitagdo por parte da
populacdo, devido ao reduzido nimero de estudos que comprovam sua acéao biolégica e
seguranca quanto a efeitos toxicos agudos, crénicos ou sobre a reproducao (SHARAPIN,
1999; SONAGLIO, 1987). Os estudos toxicologicos tém a finalidade de avaliar a ideia
errbnea de que produtos fitoterapicos, por serem naturais, séo isentos de efeitos toxicos
ou adversos, e que 0 uso popular de plantas medicinais serve como validacao da eficacia
de tais medicamentos (LAPA, 1999).

Ao pesquisar a possibilidade de uma droga ou um composto quimico causar
uma malformacédo (efeito teratogénico), trés principios importantes devem ser
considerados: A) periodos criticos do desenvolvimento — o periodo mais critico € o
periodo da organogénese, quando a divisdo e a diferenciagdo celular e a morfogénese
estdo em seu ponto maximo; B) dosagem da droga ou composto quimico — pesquisas em
animais mostram uma relacdo dose-resposta para os teratdégénos, indicando que quanto
maior a exposi¢ao durante a gestacdo, mais grave € o efeito fenotipico e C) o gendtipo do
embrido — numerosos exemplos em animais experimentais e varios casos suspeitos em
seres humanos demonstram existir diferencas genéticas na resposta a um teratégeno,
indicando que o gendtipo do embrido determina se um agente teratogénico perturbara seu
desenvolvimento (PERSAUD, 2004).

Os efeitos adversos para o desenvolvimento podem resultar da exposi¢do a um
agente toxico antes da concepc¢ao, durante o desenvolvimento pré-natal ou no periodo de
maturacdo sexual (U.S. EPA., 1996). Durante o periodo de gestacdo, a exposicao
materna a um agente téxico pode levar a respostas diversas e seu efeito final variar desde
a morte até o nascimento de um individuo normal (LEMONICA, 2008).

O desenvolvimento embrionario é muito sensivel a diversos tipos de

substancias quimicas, especialmente durante o periodo da organogénese. Quantidades
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elevadas de agentes oxidantes podem provocar a exaustdo dos mecanismos anti-
oxidativos, e provocar danos fetais. Dependendo da extenséo dos danos fetais, é possivel
verificar suas manifestagcdes no periodo poés-natal através de quadros de malformagéo
(ORNOQY, 2007).

De acordo com Chahoud et al (1999), as anormalidades estruturais podem ser
variagdes ou malformacdes. O termo variacdo é usado para indicar uma divergéncia no
desenvolvimento estrutural usual, podendo ndo afetar adversamente a saude ou a
sobrevivéncia. A malformagdo € usualmente definida como mudanga estrutural
permanente que afeta adversamente a sobrevivéncia e o desenvolvimento das espécies
sob investigacdo. Os agentes capazes de causar malformacdes sao considerados
teratogénicos, ao passo que agentes causadores de variacbes sao considerados
embriotdéxicos (MANSON ; KANG, 1989).

Além das acdes antiulcerogénica e antiinflamatéria (SOUZA-FORMIGONI,
1991; JORGE, 2004) estudos recentes, realizados com ratas prenhes, apontaram o efeito
colateral abortivo da espinheira-santa (Maytenus ilicifolia), planta medicinal de
comprovada baixa toxicidade (OLIVEIRA et al., 1991). Porém, extratos hidroalcodlicos
dessa planta mostraram-se abortivos por atuarem no periodo de pré-implantacao dos
embrides no Utero (MONTANARI, 2002).

Almeida et al (2000), relataram os efeitos tdéxicos do boldo ou falso boldo
(Coleus barbatus). Ocorreu reducao no numero de implantes, comprovando suas
propriedades abortivas. No mesmo estudo também foi avaliada a existéncia de possivel
efeito teratogénico, contudo notou-se apenas reducdo no numero de pontos de
ossificacao éssea, ou seja, nenhum efeito foi verificado com relagdo a malformacgodes
externas ou viscerais.

Recentemente observa-se o crescimento do numero de trabalhos que exploram
as possiveis propriedades teratogénicas de plantas. Substancias capazes de aumentar o
indice de perdas embrionarias, ou causar aborto, comumente podem induzir
malformacgdes fetais (KALTER, 2003). Maruo et al (2003) descreveram que o fruto da
planta Solanum lycocarpum possui a capacidade de induzir aumento de alteracdes nas

esternébras e aumento de hemorragia nos bulbos olfatérios dos animais.
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Estudos realizados com o extrato hidroalcodlico da planta Lantana camara
demonstraram que esta planta foi capaz de aumentar a frequéncia de retardo na
ossificacao de fetos (MELLO et al., 2005).

Nana et al (2008) verificaram que o extrato das folhas da planta Acanthus
montanus foi capaz de induzir redugdo no tamanho das caldas, redugdo do massa fetal e
retardo de ossificacdo fetal. Fenda palatina foi o principal sinal de malformacéao fetal
encontrados experimentalmente por Medeiros et al (2008) quando administraram as
sementes da planta Mimosa tenuiflora.

A Portaria n® 116 da ANVISA, propbés um roteiro para os estudos toxicidade e
eficacia de fitoterapicos, mas apenas em marco de 2004, sob forma de Resolucao n® 90,
foi publicado o “Guia para a Realizagcdo de Estudos de Toxicidade Pré-clinica de
Fitoterapicos”. Este guia contém os parametros para realizagéo de toxicologia pré-clinica
e os testes complementares fazem parte desse roteiro (BRASIL, 1996; BRASIL, 2004).

Estdo descritos como Complementares o0s seguintes testes:

e Determinacdo de efeitos adversos sobre a fertilidade e o desempenho
reprodutivo causados por drogas administradas durante a gametogénese e fecundacao
(uma espécie de mamifero).

e Determinacédo de efeitos adversos sobre fetos durante a vida intra e exira
uterina, por drogas administradas durante a gestacao (duas espécies de mamiferos).

e Determinacdo de efeitos adversos, sobre a mae e o produto, durante os
ultimos estagios da prenhez, parto e desenvolvimento p6s-natal, por drogas administradas

durante este periodo (uma espécie de mamiferos).

3.1 Fitoquimica das Plantas

3.1.1 Flavonodides

Os flavonbides sdo compostos naturais, derivados da benzo-gama-pirona,
apresentando a estrutura quimica C6-C3-C6. Ocorrem no estado livre ou, mais
comumente, como O-glicosideos, embora exista um numero consideravel de C-
glicosideos. Sao conhecidos mais de 2000 flavondides, sendo o maior grupo de
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compostos fendlicos naturais encontrados na natureza e, por isso, sdo usados como
compostos marcadores quimiossistematicos. Apesar do termo “flavonoide” derivar do
latim flavus, que significa amarelo, observa-se que os grupos flavondis e flavonas sao
incolores e que a classe das antocianinas possuem substancias que variam no seu
espectro de coloracéo do verde ao azul (LOPES et al., 2000)

Terapeuticamente sua funcédo nao esta ainda claramente esclarecida. O grupo
é conhecido pelos seus efeitos anti-inflamatorios, antialérgicos e vasoprotetores
(tratamento de tromboses). Rutina e hesperidina sdo importantes flavondides empregados
em tratamentos de fragilidade capilar (LOPES et at., 2000).

Os flavondides compdéem uma ampla classe de substancias de origem natural.
Entretanto, tais compostos possuem uma série de propriedades farmacoldgicas que os
fazem atuarem sobre sistemas bioldgicos. Consequentemente, muitas dessas
propriedades atuam de forma benéfica para a saude humana. Atualmente, ja foram
identificadas mais de quatro mil substancias pertencentes ao grupo dos flavondides
(PETERSON ; DWYER, 1998).

Estruturalmente, os flavondides constituem substancias aromaticas com 15
atomos de carbono (C15) no seu esqueleto basico, sendo compostos fendlicos, que
possuem nessa estrutura anéis aromaticos C6-C3-C6. O esqueleto C15 dos flavondides é
biogeneticamente derivado do fenilpropano (C6-C3) e trés unidades de acetato (C6).
Portanto, flavondides s&do derivados de benzo-gama-pirona de origem vegetal
(YOKOZAWA et al., 1997), podendo haver facilmente interconversao entre eles .

A explicagdo para a existéncia de uma grande diversidade estrutural dos
flavondides € explicada pelas modificacdes que tais compostos podem sofrer, tais como:
hidroxilacao, metilacao, acilacao, glicosilacéo, entre outras (KOES et al., 1994).

Os efeitos antiinflamatério e analgésico, do extrato aquaso de Baccharis
trimera, sendo considerados, o flavonodide rutina e uma mistura de saponinas, 0s
principais componentes ativos na prevencdo da biossintese de prostaglandinas via
cicloxigenase, produzindo uma inibicdo de edema semelhante a inibicdo promovida pelos
antiinflamatérios ndo esteroidais (GENE et al., 1996), assim como Torres et al (2000),
mostraram a acao do flavondides eupatorina e um diterpeno como responsaveis pelo
bloqueio das contracbes da musculatura lisa da veia porta de ratos, efeito que
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correlaciona a vasodilatagcdo e a melhora na circulacdo sanguinea referida na medicina

popular.

3.1.2 Taninos

Os taninos sdao componentes polifendlicos distribuidos em plantas, alimentos e
bebidas (MAKKAR ; BECKER, 1998; SANTOS et al., 1997).

Os taninos sao compostos fendlicos de grande interesse econdmico e
ecolégico. Apresentam solubilidade em agua e peso molecular compreendido entre 500 e
3000 Dalton, possuindo a habilidade de formar complexos insoluveis em agua com
proteinas (HARTISH ; KOLODZIEJ, 1997), gelatinas e alcaléides (MELLO ; SANTOS,
2001).

De acordo com Zucker (1983), os taninos encontram-se distribuidos em plantas
superiores, ocorrendo aproximadamente em 30% das familias das plantas aromaticas e
medicinais. Tais compostos sao responsaveis pela adstringéncia de muitos frutos e
plantas em geral, através da complexacao entre taninos e proteinas, que é a base de
algumas de suas propriedades biologicas, tais como controle de insetos, fungos e
bactérias (AERTS et al., 1999).

Os taninos sdo usados tradicionalmente contra moléstias do tipo diarréia,
hipertensao, reumatismo, hemorragias e em processos inflamatorios, possuem atividades
comprovadas tais como: bactericida, fungicida, antiviral, moluscicida e antitumoral
(SIMOES et al., 2004).

Uma série de bactérias sdo sensiveis aos taninos, em concentragdes minimas
(0,5 g/L), dentre elas Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumonia, Bacillus
anthracis e Shigella dysenteriae (CASTRO et al., 1999).

Estudos realizados por Pansera et al (2003) analisando os taninos totais de
plantas medicinais, foram encontrados para Cymbopogom citratus e Lippia alba teores de
tanino de 0,01 e 18,90%, respectivamente.

Pesquisas sobre atividade biolégica dos taninos evidenciaram importante agéo
contra determinados microrganismos (SCALBERT, 1991), como agentes carcinogénicos e
causadores de toxicidade hepatica (CHUNG et al., 1998). Estes ultimos efeitos, sem
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duvida, dependem da dose e do tipo de tanino ingerido. A ingestdo de cha verde e de
dietas ricas em frutas que contém taninos tem sido associada com atividade
anticarcinogénica (CHUNG et al., 1998). Além disso, podem agir como antiinflamatérios e
cicatrizantes (MELLO ; SANTOS, 2001), e como inibidores da transcriptase reversa em
HIV (KILKUSKIE et al., 1992).

3.1.3 Saponinas

As saponinas séo glicosideos de esterdides ou de terpenos policiclicos. Esse
tipo de estrutura possui uma parte com caracteristica lipofilica (triterpeno ou esterdide) e
outra parte hidrofilica (acucares), determina a propriedade de reducdo da tensao
superficial da agua e suas agdes detergentes e emulsificantes (SCHENKEL et al., 2007).

O primeiro composto pertencente ao grupo dos sapondsidos foi designado por
saponina, por ter isolado da Saponaria officinalis L., planta conhecida popularmente como
“saboeira” e utilizada para uso doméstico. Quimicamente as saponinas sao heterdsidos
de genina esterdide ou triterpénica que tem como caracteristica comum a propriedade de
reduzirem a tensao superficial da dgua, o que explica sua acao detergente, emulsificante,
de formacdo de espuma persistente e a sua elevada toxicidade para os peixes. Muitos
dos sapondsidos tém propriedades hemoliticas ao desorganizarem a membrana dos
glébulos vermelhos do sangue. Outra caracteristica é o poder de complexar com
esterdides, 0 que pode explicar a agao antifungica e hipocolesterolmiante (CUNHA ;
ROQUE, 2005).

As saponinas estdo presentes em pelo menos 400 espécies de plantas
pertencentes a 60 familias diferentes e em alguns animais, dentre eles o pepino do mar
(WINA et al., 2005). Sao substancias derivadas do metabolismo secundario das plantas,
relacionados com o sistema de defesa. Sdo encontradas nos tecidos que sdo mais
vulneraveis ao ataque fungico, bacteriano ou predatério dos insetos (WINA et al., 2005).

As saponinas tém agao antimicrobiana, prevenindo o crescimento de fungos,
podendo ser consideradas uma parte do sistema da defesa das plantas e indicadas como
“fitoprotetoras” (PIZARRO, 1999). Possuem agao antifungica e o mecanismo principal
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sugerido para esta atividade é a interagdo com os ester6is da membrana (ALVARES,
2006). Possuem a capacidade de estimular a resposta inflamatéria. Em estudos tem sido
relatado com sucesso 0 uso de saponinas como adjuvantes em vacinas contra
leishmaniose canina e murina (NICO, 2006; SANTOS, 2007).

As saponinas tém grande atividade como surfactantes, ou seja, diminuem a
tensdo superficial. Esta propriedade parece ser importante na absorcdo dos nutrientes
pela mucosa intestinal (FRANCIS et al., 2002).

As saponinas naturais e sintéticas inibem a absor¢ao de colesterol no intestino
e reduzem a concentracao do colesterol do plasma em animais de laboratério e sédo
utilizadas por seu potencial farmacolégico no tratamento da hipercolesterolemia
(HARWOQD Jr et al., 1993).

Em estudo realizado por Santiago et al. (2005), avaliaram a atividade larvicida
de saponinas triterpénicas isoladas de Pentaclethra macroloba (Willd.) Kuntze (Fabaceae)
e Cordia piauhiensis Fresen (Boraginaceae) sobre Aedes aegypti, mostrando as

saponinas como possiveis agentes larvicidas naturais.

3.1.4 Alcaloides

Os alcaldides possuem atividades bioldgicas, tais como: antiinflamatéria,
antioxidante (SHAHEEN et al., 2005).

Os alcalbides podem ser definidos como sendo bases nitrogenadas organicas
encontradas principalmente em plantas, porém em menor extensdo em animais e
microorganismo. Um ou mais atomos de nitrogénio estdo presentes, sendo tipicamente
classificado como aminas primarias, secundarias ou terciarias, o que confere o carater
basico dos alcalbides, facilitando seu isolamento e purificagdo. O grau de basicidade varia
extensamente, dependendo da estrutura do alcaldide e da presenca e localizagdo de
outros grupos funcionais (DEWICK, 2002).

Os alcaléides apresentam sempre agao farmacoldgica ou téxica quando
administrado em animais (HENRIQUES et al., 1999).
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No estudo fitoquimico da Himatanthus lancifolius (Muell. Arg.) Woodson foi
isolado e identificado trés alcaldides inddlicos denominados uleina, epiuleina, ioimbina e

uma substancia caracterizada como sendo a sacarose (SOUZA, 2008).

3.1.5 Fenois

Os compostos fendlicos de vegetais enquadram-se em diversas categorias,
como fendbis simples, acidos fendlicos (derivados de &cidos benzbdico e cinamico),
cumarinas, flavonoides, estilbenos, taninos condensados e hidrolisaveis, lignanas e
ligninas (NACZK ; SHAHIDI, 2004). Dentre as diversas classes de substancias
antioxidantes de ocorréncia natural, os compostos fendlicos tém recebido muita atencao
nos ultimos anos, sobretudo por inibirem a peroxidagéo lipidica e a lipooxigenase in vitro
(HASLAM, 1996; SOARES, 2002).

A atividade antioxidante de compostos fendlicos deve-se principalmente as
suas propriedades redutoras e estrutura quimica. Estas caracteristicas desempenham um
papel importante na neutralizacdo ou sequestro de radicais livres e quelacao de metais de
transicao, agindo tanto na etapa de iniciagdo como na propagacao do processo oxidativo.
Os intermediarios formados pela acdo de antioxidantes fendlicos sdo relativamente
estaveis, devido a ressonancia do anel aromatico presente na estrutura destas
substancias (HASLAM, 1996; SOARES, 2002; CHUN et al., 2005).

Os vegetais superiores sintetizam e acumulam uma grande diversidade de
compostos fendlicos, cujo papel no metabolismo da planta ndo esta inteiramente
elucidado (JULKUNEN-TIITTO, 1985).

Os fendis vegetais sdo numerosos e variados, estando representados em
quase todas as classes de metabdlitos secundarios (SMITH, 1976). Na classificacao de
Waterman; Mole (1994) sdo descritos fendis simples (com um Unico anel aromatico),
metabdlitos mais complexos baseados no esqueleto C6C3, metabdlitos com o esqueleto
carbbnico C6C0-2C6, metabdlitos com o esqueleto C6C3C6, quinonas, benzofenonas e
substancias afins, alcalbides, terpenos e, finalmente, fenbis mascarados.
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3.1.6 Triterpenos

Os triterpenos sao divididos em varias familias com estruturas de base
diferentes. Lupeol, betulina, acido betulinico e calenduladiol séo triterpenos pertencentes
a familia lupano. Tanto quanto suas atividades biolégicas estdo em causa, os triterpenos
pentaciclicos incluindo lupeol sdo um grupo promissoras de metabdlitos secundarios de
plantas (LASZCZYK, 2009).

Os triterpenos apresentam diversas atividades biol6gicas, entre as quais
destacam-se: cardioprotetora (SUDHAHAR et al., 2007), gastroprotetora (PERTINO et al.,
2007), antiinflamatéria (MEDEIROS et al., 2007), antitumoral (BRAGA et al., 2007),
leishmanicida (DELGADO-MENDEZ et al., 2008) e anti-hiperglicémica (SATO et al.,
2007).

O latex de varias espécies do género Himatanthus incluindo H. drasticus é rico
em triterpenos. Estes sdo moléculas formada por 36 atomos de carbono unidades
isoprenéides, com cinco atomos de carbono cada (PATOCKA, 2003).

Ja foram identificados nas cascas do caule de H. sucuuba (Spruce ex Mull.
Arg.) Woodson, o triterpeno lupeol e os ésteres triterpénicos cinamato de lupeol, acetato
de lupeol, beta-fenilpropionato de lupeol, cinamato de alfa-amirina e cinamato de beta-
amirina (SILVA et al., 1998; WOOD et al., 2001; SOUZA et al., 2006).

3.2 Familia Apocynaceae

A familia Apocynaceae possui cerca de 400 géneros e 3700 espécies, no Brasil
ocorrem 95 géneros e 850 espécies (SOUZA ; LORENZI, 2005). E uma familia
vastamente disseminada em regides tropicais e subtropicais e com poucos géneros

atingindo as regides temperadas.
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Muitas espécies da familia tém grande importancia econdémica, como
fornecedoras de madeira ou até na alimentacéo e algumas sao utilizadas com finalidades
medicinais (JUDD, 2009).

A familia Apocynaceae € caracterizada por espécies que apresentam em sua
constituicdo quimica, inUmeros compostos terapeuticamente importantes, entre eles
glicosideos cardiotbnicos e alcalbides inddlicos (BARATTO, 2010), essa familia pode ser
considerada uma das mais importantes fontes de vegetais de constituintes quimicos com
utilidade terapéutica na medicina moderna. Os géneros mais importantes dessa familia
sao Alstonia, Aspidosperma, Vinca, Tabernaemontana, Mandevilla, Hancornia, Nerium,
Strophantus, Catharanthus, Allamanda, Thevetia, Wrightia, Plumeria, Himatanthus e
Rauvolfia (DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002).

3.3 Himatanthus drasticus

O vegetal Himatanthus drasticus é uma Apocynaceae da subfamilia
Plumeriodeae, presente geograficamente no Brasil nos estados Minas Gerais, Bahia,
Sergipe, Alagoas, Pernambuco, Rio Grande do Norte, Ceara, Paraiba, Piaui, Maranhao,
Pard e Roraima, a qual também é encontrada na Guiana Francesa, Suriname e Guiana
(PLUMEL, 1991). No Maranhdo o género Himatanthus € conhecido como janauba, em
outros estados como Pau-de-leite no Piaui, Joana-Guba no Rio Grande do Norte e
Sucuuba na Amazdnia (AMARO et al., 2006).

Lorenzi ; Matos (2002), Modesto (1997) e Plumel (1991), destacam que a
janauba é uma espécie arbdrea que pode atingir sete metros de altura, com folhagem
densa nas extremidades dos ramos, folhas obovais, subcoriaceas, brilhantes, glabras,
verde escuro, com apice arredondado a obtuso e peciolos curtos. Possui flores brancas,
aromaticas, fruto tipo foliculo, em forma de chifre, medindo entre 15 e 20 cm de
comprimento por 2,5cm de largura e sementes com alas concéntricas.

A janauba é uma planta que produz latex, um tipo de suco leitoso, de cor
branca, obtido do tronco e galhos. E comercializado nas regidbes de ocorréncia desta

planta inclusive na regido do Cariri. O latex, assim como a casca, é usado na medicina
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popular no tratamento de tumores, verminoses, gastrites, artrites e também contra o
cancer (COLARES et al., 2008a). A proteina de latex de H. drasticus ndo tem nenhum
efeito citotéxico in vitro ou carater hemolitico, mas tem efeitos antitumorais in vivo
(MOUSINHO et al., 2008).

Ha poucas citacdes na literatura descrevendo a constituicido quimica e as
propriedades biolégicas das espécies de Himatanthus (BARRETO et al., 1998, RATTMAN
et al., 2005). O género destaca-se principalmente pela presenca de alcalbides, iridoides e
ésteres triterpenos, isolados principalmente das cascas do caule, mas também presentes
em menor quantidade no latex, nas folhas e nas raizes.

Com o aumento da procura por fitoterapicos na prevencao ou tratamento de
doengas, a seguranca desses produtos necessita ser estudada, inclusive quanto a
toxicologia do desenvolvimento. Dada a utilizacdo da planta na medicina popular tanto
para humanos quanto para animais e a escassez de estudos realizados in vivo para
avaliar a ocorréncia de efeitos embriotoxico ao se administrar o extrato de H. drasticus em

ratas Wistar durante a prenhez.

4. OBJETIVOS
4.1 Geral
Estudar os efeitos toxicolégicos do Extrato Bruto Hidroalcodlico (EBHA) de H.
drasticus durante o periodo gestacional em ratas (Rattus novergicus).
4.2 Especificos
e Verificar o efeito embriotdéxico da administracdo do EBHA de H. drasticus.
e Avaliar alteragbes macroscopicas no esqueleto de fetos em ratas tratadas com
EBHA de H. drasticus.

e Avaliar a agado toxicolégica do EBHA de H. drasticus, através do estudo
histopatolégico no coracao, figado, baco e rins.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Local de execucao da pesquisa

O experimento foi desenvolvido no Biotério do Centro de Saude e Tecnologia
Rural, Campus de Patos/ Universidade Federal de Campina Grande (UFCG) - Paraiba, no
laboratério Produtos Naturais da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA) e na
Universidade Estadual do Maranhao (UEMA), no periodo de marco de 2010 a fevereiro de
2012.

5.2 Coleta do vegetal e preparacao do extrato bruto hidroalcoodlico (EBHA)

A coleta de H. drasticus foi realizada nas areas florestais do municipio de
Caxias, MA. localizado nas coordenadas (latitude 4°51°32” S e longitude 43°21°22” O),
altitude de 66m, em um ecossistema tipico de cerrado, na mesorregiao Leste Maranhense
(IBGE, 2008). As folhas, sementes, frutos e casca do vegetal foram acondicionados em
sacos de papel, enviadas aos laboratérios de Nutricdo (UEMA), de Botéanica e de
Produtos Naturais (UFMA), para identificacdo e processamento do Extrato Bruto
Hidroalcoodlico (EBHA) e triagem fitoquimica.

A identificacdo e classificacdo botanica do vegetal H. drasticus foi realizada
através de chaves analiticas, comparacdes com as descricdes e ilustracées da literatura
especifica, segundo a classificacdo padronizada por Spina, (2004) e Lorenzi, (1992),
utilizando-se folhas, flores, frutos e sementes, sendo realizada no Laboratério de
Botanica, Herbario Atico Seabra (UFMA), onde se encontra catalogada e depositada em
exsicata sob o registro n® 01032.

As cascas foram desidratadas a sombra em temperatura ambiente (27°C),
acondicionadas em sacos de papel, para desidratacdo em estufa com triagem de ar
Umido, a temperatura de 45°C por um periodo de 48 horas. A moagem foi realizada em
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moinho elétrico de facas, obtendo-se a matéria-prima (pd), que foi pesada e
acondicionada em sacos de papel, mantido em temperatura ambiente em local seco.

Os ensaios fitoquimicos foram realizados no laboratério de Produtos Naturais
(UFMA). O EBHA de H. drasticus (Janauba) foi preparado segundo a metodologia
proposta por Moreira, (1979) e modificada por Nakashima, (1993).

A partir do vegetal moido, desidratado e pesado (3 kg) foi realizado o preparo do
extrato bruto (EB). O material foi colocado sob maceragao a frio por um periodo de 96h
em uma mistura hidroalcodlica de EtOH:H20 (7:3), e submetido a agitacdo mecénica
esporadica. O macerado apds filtracdo foi concentrado em evaporador rotativo de
Southesher, determinando-se o peso seco, obtendo-se o EBHA-Janauba. Em seguida
separou-se uma aliquota para ser concentrada em rotavapor para redugado do volume,
obtendo-se assim maior concentracao do extrato.

A triagem fitoquimica do vegetal da espécie H. drasticus foi realizada através
das determinacdes do residuo seco e rendimento, e principais grupamentos quimicos, de

acordo com metodologia descrita por Matos (1999).

5.3 Analise fitoquimica

A extracdo do macerado foi realizada mediante quatro trocas sucessivas a
cada 24 horas com renovacao do solvente, até a exaustdo da extracao, por um periodo
de 96h. A somatdria dos filtrados foi concentrada em evaporador rotativo de Southesher e
em seguida determinou-se 0 peso seco, obtendo-se assim o EBHA-Janauba, no qual foi
filtrado em funil de vidro com papel de filtro, separando-se uma aliquota e, transferido a
um baldao apropriado para ser concentrado em rotavapor até que seu volume fosse
reduzido a aproximadamente um terco do original na concentracdo do extrato para
diminuir a interferéncia deste no processo de particionamento.

A abordagem fitoquimica foi realizada por meio da triagem fitoquimica com o
vegetal H. drasticus que foi realizada as determinagcdes do residuo seco e rendimento,
principais grupamentos quimicos, perfil cromatografico do EBHA-Janaluba e dos

subextratos, que foi utilizado eluentes no fracionamento aplicado em ordem crescente de
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polaridade em Coluna Cromatogréafica (CC) de subextrato Acetato de Etila e o peffil
Cromatografico em Camada Delgada (CCD) das fracbes do Subextrato Acetato de Etila,

de acordo com metodologia descrita por Matos (1999).

5.4 Criacao e manutencao dos animais

Os ensaios foram realizados em ratas (Rattus novergicus) da linhagem Wistar,
com idade média de dois meses, no biotério/lUFCG. Antes da realizacdo dos
experimentos para melhor adaptacdo, os animais foram mantidos por um periodo de 10
dias em caixas plasticas padrao com cama de maravalha, onde foram acompanhados
diariamente, mantidos a uma temperatura média de + 23°C. A base da dieta era ragao
comercial e agua filtrada ad libitum. Todos os procedimentos realizados com os animais
foram previamente aprovados pelo Comité de Etica de Experimentacdo Animal (UEMA),
sob o registro n® 31/2010.

5.5 Acasalamento

As ratas foram submetidas ao acasalamento “over night”, na proporg¢ao de duas
fémeas para um macho. Na manh& seguinte ao acasalamento foram realizados lavados
vaginais para a verificagdo da presenca de espermatozéides. O esfregaco foi realizado
com auxilio de uma micropipeta. A abertura vaginal foi lavada superficialmente com 50 pL
de solucao de cloreto de sbédio a 0,9%, e posteriormente foi avaliado a fresco em
microscopia 6tica (200x). As fémeas que apresentaram espermatozéides no lavado
vaginal foram selecionadas para o acompanhamento da possivel gestacdo e este dia foi
designado como o primeiro pos-fertilizacdo de acordo com técnicas preconizadas por
Kato et al (1979) e Gleiche ; Frohberg (1977).
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5.6 Protocolo experimental

Foram utilizadas 24 ratas albinas linhagem heterogénica Wistar, peso médio de
200 g e idade média de dois meses. Os animais foram divididos aleatoriamente em dois
grupos com 12 animais cada e submetidos a administracdo dos tratamentos por
gavagem.

As ratas foram distribuidas em dois grupos tratados. No grupo tratado com
EBHA, as ratas receberam 250 mg/Kg/p.c. do extrato do 6° ao 19° dia de gestacao (DG).
O grupo controle, as ratas receberam 0,5 mL/dia de agua filtrada do 6° ao 19° DG.

5.7 Tratamento

Para observacao dos efeitos téxicos nas fémeas foi utilizado o critério clinico
descrito por Manson; Kang (1994), que consiste em observagdes diarias das ratas,
visando a constatacdo dos sinais de toxicidade, contemplando o0s seguintes itens:
estresse, hipoatividade, respiracdo acelerada, irritacdo, tremores musculares, hipotonia,
prostracdo, piloerecao, paralisia posterior, cromodacriorréia, convulsbes, respiracao
abdominal, epistaxis, vocalizacdo, salivacao, lacrimejamento, diarréia, resposta a estimulo
exterior e perda de pélo. Qualquer manifestacdo anormal e diferente das contidas no
protocolo foi registrada adicionalmente.

5.8 Avaliacao do consumo de agua, racao e ganho de peso das ratas

As ratas foram pesadas no 1° dia de gestacdo e a cada dois dias durante o
periodo de tratamento. O peso dos animais foi mensurado, bem como o consumo de
racao e agua.

5.9 Cesariana
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No 20° dia de gestacao (DG), os animais foram anestesiados por inalagao de
éter etilico e realizando-se a laparotomia. Durante o procedimento cirurgico, o utero e 0s
ovarios de cada fémea foram expostos, mantendo-se a posicdo original (direito e
esquerdo). O numero de fetos vivos e mortos, de sitios de implantacao, de reabsorcoes e
corpos luteos gravidicos foi registrado. Apds a abertura do utero, os fetos foram extraidos
de cada vez, mensurados no sentido cranio-caudal e uma analise visual macroscépica
para verificar malformacgdes. Foram considerados fetos vivos aqueles que apresentaram
movimentos das patas apos estimulos mecénicos e sinais respiratorios.

As perdas embrionarias, no periodo de pré-implantacdo e no periodo de pds-
implantagéo, foram calculadas por meio da seguinte proporgéo:

% perda pré-implantacao = (CL-IM) x 100/CL

% perda pos-implantacao = (IM-FV) x 100/IM

onde:

CL = numero de corpos luteos

IM = nimero de implantacdes

FV = ndmero de fetos vivos

5.10 Histologia

ApoOs a cesariana foi realizada a retirada dos 6rgaos: utero, figado, baco, rins e
placentas, que foram coletados e pesados em balanga analitica de precisdo, em seguida
acondicionados em coletor universal de plasticos, individualizados, identificados e fixados
em formalina neutra tamponada a 10% PBS 0,01M (pH 7,2) por 48 horas.
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Os fragmentos foram submetidos a clivagem, sendo em seguida processados
de acordo com as técnicas de rotina para inclusdo em blocos de parafina, cortados em
micrétomo a 3-4 micrébmetros e corados pela técnica da Hematoxilina-Eosina (H.E.)
realizados no Laboratério de Histopatologia (UFCG) seguindo-se os métodos de Carlton;
McGavin, (1998) e Luna (1968). A analise histopatol6gica foi realizada para verificagcao de

alteracdes nos tecidos, apds administracao do EBHA-janauba.

5.11 Analises dos fetos no 202 dia de gestacao: avaliacao de malformacoes 6sseas

A analise 6ssea os fetos de cada fémea foram colocados em acetona,
permanecendo nesta solucao por 12 horas. Em seguida, o palato de cada animal foi
examinado e eviscerado, iniciando-se assim o processo de diafanizagcdo em Hidréxido de
Potassio (KOH), corados em Alizarina e Hidroxido de Potassio (KOH a 4%), por cinco
dias, sendo realizadas trocas diarias, conforme o método proposto por Staples ; Schenell,
(1964). Apoés, foram lavados em agua destilada, repassados para uma solucao de etanol,
glicerol e alcool benzilico (2:2:1), onde foram mantidos por 24 horas. Terminado o
processo de coloragéo, os fetos foram colocados em glicerina pura para posterior analise

segundo Taylor (1986).

5.12 Analise estatistica

Para a andlise das porcentagens, utilizou-se o teste Teste Exato de Fisher. Em
todos os casos as diferengas sendo considerados significativas quando p<0,05. Os
calculos estatistico foram realizados por meio do programa estatistico GraphPad Prism
5.00® (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Fitoquimica

A andlise fitoquimica da casca do vegetal H. drasticus evidenciou a presenca
de diversos grupos de metabdlitos secundarios de interesse farmacolégico como,
flavondides, taninos, saponinas, alcaléides, esteroides e triterpenos.

Colares et al (2008) isoloram e identificaram através de um extrato etandlico da
casca do caule de H. drasticus, o triterpeno lupeol cinamato, que é provavelmente uma
substancia com potencial para a atividade antitumoral. O latex coletado a partir de sua
casca do caule & usado para varios fins, incluindo propriedades antiinflamatérias e
presentes entre os seus componentes bioativos do triterpeno lupeol pentaciclicos
(LUCETTI et al., 2010).

O principio ativo de H. sucuuba também foi isolado (um iridéide fulvoplumerim)
e este também mostrou atividade contra o carcinoma epidermdide da nasofaringe de
humano (PERDUE; BLOMSTER, 1978).

O latex de varias espécies do género Himatanthus incluindo H. drasticus é rico
em triterpenos, estes sdo moléculas formada por trinta e seis atomos de carbono
unidades isoprendides (com cinco atomos de carbono cada) (PATOCKA, 2003). Os
triterpenos sdo divididos em varias familias com estruturas de base diferentes. Lupeol,
betulina, acido betulinico e calenduladiol séo triterpenos pertencentes a familia lupano.

O Lupeol é um constituinte importante da espécies H. drasticus e talvez esteja
estreitamente relacionado com a sua acao antiinflamatéria. Além de triterpenos
pentaciclicos, H. sucuuba é outra espécie descrita que tem em sua composicdo 0s
iridoides e alcaldides (SILVA et al., 1998).

6.2 Avaliacao da administracao do EBHA de H. drasticus em ratas gestantes:

Estudo dos efeitos na mae e feto durante o periodo pré-natal

6.2.1 Avaliacao macroscopica e histologica dos 6rgaos maternos
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Nos 6rgaos das ratas do grupo controle e do grupo tratado com EBHA-
Janauba analisados histologicamente, nenhuma alteracao foi detectada, semelhante ao
estudo em ratos, utilizando o suco do noni (Morinda citrifolia Linn) que nao induziu
toxicidade hepatica (WANG et al., 2002). No entanto, foi evidenciada a toxicidade para
células renais e hepaticas maternas em ratas prenhes tratadas com extrato hidroetandlico
de Baccharis trimera, administradas na concentragdo de 8,4 mg/kg (GRANCE, 2007).

Quanto a presenca de fenda palatina, todos os fetos do grupo controle e
tratado foram avaliados, onde n&o foi encontrado presenga de fenda palatina. Sabe-se
que o acido acetilsalicilico é capaz de induzir alteragdes significativas no esqueleto assim
como provocar malformacdes externas como fenda labial, fenda palatina, espinha bifida
em ratos (COOK et al., 2003).

Provavelmente, que a dose de 250 mg/kg de EBHA-janauba, administrada do
6° ao 19° dia de gestacdo das ratas, nao foi suficiente para causar toxicidade nos érgao
avaliados, onde também nado ocasionou alteracbes anatbmicas externas como,
polidactilia, auséncia de cauda ou qualquer outra malformagéo e/ou variagédo, resultados
semelhantes também encontrados por Pinto (2005) em estudos com a beta-ionona.

6.2.2 Avaliacao toxicolégica materna

Toxicidade sistémica pode ser diagnosticada pela diminuicdo da massa
corporal dos animais, diminuicdo do desenvolvimento ponderal, do consumo de agua e
racdo, pelo aparecimento de alteracées comportamentais como apatia, prostracdo, pelos
arrepiados, além de altera¢des na massa relativa dos 6rgaos (MELLO, 2001).

As fémeas gestantes testada com o EBHA-janauba, ndo apresentaram
alteracbes comportamentais, sinais de toxicidade perceptivel por critérios clinicos, nao
determinando qualquer alteragdo nas varidveis relacionadas com toxicidade sistémica,
resultados semelhantes aos obtidos por Castro et al (2005) em estudos com o extrato de
Ginkgo biloba e por Pinto et al. (2007) utilizando Piper methysticum, onde nao
encontraram nenhum efeito téxico materno do extrato quando administrados durante a
gestacao em ratas.
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A toxicidade materna foi percebida através da administracdo de 1000 mg/kg
beta-ionona também pelo aparecimento de sinais de toxicidade, tais como piloerecéo,

vocalizacao e cromodacriorréia, observados durante a gestacao (PINTO, 2005).

6.2.3 Consumo de agua

O consumo de agua avaliado do 6° ao 18° dia de gestacdo (DG) de fémeas
tratadas com o EBHA de H. drasticus observou-se uma discreta diminuicdo no consumo
de agua do grupo EBHA no inicio do tratamento comparado ao grupo controle (p<0,05)
(Tabela 1 e Figura 1).

O Consumo de agua, nao apresentou qualquer diferenca significativa quando
utilizado G. biloba em ratas prenhes (CASTRO et al., 2005) e P. methysticum (PINTO et
al., 2007).

Tabela 1 — Consumo médio de agua (mL) de ratas prenhes tratadas com 0,0; 250 mg/kg
do EBHA da H. drasticus, por gavagem, do 6° ao 18° DG

(dt) dias
de

Tratamento em dias na gestacéo (dt)

6-8 8-10 10-12 12-14 14-16 16-18
Grupos X tDP X tDP X tDP X tDP X tDP X :DP
Controle
(n=12) 78,33+23,77 77,08+23,20 95,00+47,19 80,42+16,85 89,58+18,64 87,08+17,64
N=
EBHA

(n=12) 50,00+23,16* 56,25+19,32 89,17+35,73 101,7+44,48 105,8+33,36 105,5+36,15
n=

tratamento; EBHA: Extrato Bruto Hidroalcodlico; * p< 0,05 versus grupo controle (Teste t)
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Consumo de Agua
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- EBHA
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Figura 1 - Consumo de agua (mL) de ratas prenhes tratadas com 0,0; 250 mg/kg do
EBHA de H. drasticus, por gavagem, do 6° ao 18° DG. Com as médias e os
respectivos desvio padrdo. Teste t.

6.2.4 Consumo de racao

Quanto ao consumo de racao foi verificado diminuicdo no consumo do sexto ao
décimo dia (p<0,05), enquanto o grupo controle apresentou diminuicao somente na ultima
mensuracgao (16-18d). (Tabela 2 e Figura 2).

Em estudos com beta-ionona indicaram que na dose de 1000 mg/kg de peso
corpéreo/dia, causou discreta toxicidade materna, evidenciada tanto pela redugcdo do
ganho de peso das maes durante o periodo de tratamento, como pelo surgimento de
alteraces clinicas comportamentais. Entre os dias de seis e 11 de gestacdo, o ganho de
peso das ratas com a maior dose de beta-ionona foi cerca de trés vezes menor que
aquele observado no grupo controle. Porém o estudo constatou que ao término a
recuperacao das fémeas do grupo de 1000mg/kg de peso corpoéreo/dia e, ao final da
gestacao, ndo houve mais diferenca estatistica entre o peso médio das ratas tratadas com
beta-ionona e o grupo controle (PINTO, 2005).

Nao houve alteracdo no consumo de racdo quando utilizado o extrato de G.
biloba em ratas prenhes (CASTRO et al., 2005) e P. methysticum (PINTO et al., 2007).

Tabela 2 - Consumo médio de racao (gramas) de ratas prenhes tratadas com 0,0; 250
mg/kg do EBHA da H. drasticus, por gavagem, do 6° ao 18° DG
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Consumo de racao em dias (dt)

6-8 8-10 10-12 12-14 14-16 16-18
X tDP X :DP X +DP X +DP X tDP X :DP
Grupos
?0”12()"6 54,33+18,08 47,58+7,751 52,75+17,25 47,92+14,68 45,63+4,168 40,21+7,165***
n=
EBHA 36,96+13,49* 28,21+15,55** 47,21+16,81 53,17+15,03 59,38+14,41 58,17+10,89
(n=12)
Consumo de Ragao
804
-+ Controle
& EBHA

60

g 40-

20+

1012 1214 14-16 16-18
Dias

68 8-10

(dt) dias de
tratamento;
EBHA:
Extrato
Bruto
Hidroalcodli
co; * p<
0,05 versus
grupo
controle
(Teste )

Figura 2 - Consumo de ragao (g) de ratas prenhes tratadas com 0,0; 250 mg/kg do EBHA
de H. drasticus, por gavagem, do 6° ao 18° DG. Com as médias e o0s

respectivos desvio padrdo. Teste t.

6.2.5 Ganho de peso

O ganho de peso avaliado do 6° ao 18° DG de fémeas tratadas ou ndo com o

EBHA do 6° ao 18° DG. No inicio do tratamento o grupo EBHA-janaulba apresentou uma

diminuicdo significativa no ganho de peso comparado ao grupo controle, onde este,

durante a sua penultima mensuragéao (14-16d) apresentou uma diminuicdo no ganho de

peso quando comparado com os animais do grupo EBHA-janauba (p<0,05) (Tabela 3 e

Figura 3).
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Em estudos, utilizando H. sucuuba na dose de 40 mg/kg, administrados a ratas
Wistar do sexto ao décimo quinto dia, que compreende o periodo da organogénese,
Guerra ; Peters (1991) ndo observaram alteracdes significativa no ganho de peso
materno, portanto, ndo apresentou efeito toxico as ratas na dose empregada.

Tabela 3 - Ganho médio de peso (gramas) de ratas prenhes tratadas com 0,0; 250 mg/kg
do EBHA da H. drasticus, por gavagem, do 6° ao 18° DG

(dt) dias

Ganho de peso em dias (dt)

6-8 8-10 10-12 12-14 14-16 16-18
Grupos X tDP X tDP X tDP X tDP X tDP X tDP
Controle
(n=12) 7,417+ 6,03 6,750+ 4,28 8,167+7,12 10,75+7,21 14,0045,76* 11,25+5,51
nN=
EBHA
(n=12) -7,083+ 13,57 ** 3,750+7,55 8,750+15,79 14,75+7,20 20,42+6,15 17,42+8,03
nN=

tratamento; EBHA: Extrato Bruto Hidroalcodlico; * p< 0,05 versus grupo controle (Teste ).

Ganho de Peso

-+ Controle
-+ EBHA

68 B0 10-12 12-14 14-16 16-18
Dias

Figura 3 - Ganho de peso (g) de ratas prenhes tratadas com 0,0; 250 mg/kg do EBHA de
H. drasticus, por gavagem, do 6° ao 18° DG. Com as médias e 0s respectivos
desvio padrdo. Teste t.
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A figura 4 ilustra os resultados do consumo total de agua, consumo total de
racao e ganho de peso total, avaliado do 6° ao 18° dia de gestacado (DG) de ratas tratadas
ou ndo com o EBHA-janauba. O teste t mostrou que nao houve diferenga significativa

entre os animais do grupo controle e grupo EBHA-janauba nos parametros acima citados.

Ganho de Peso Total

T

Consumo Total de Racao Consumo Total de Agua
400- 6004

—_

100-

o

300

4004
g 200- mL

200+
1004

Y
Controle EBHA Controle EBHA Controle EBHA

Figura 4 - Consumo total de d4gua (mL), consumo total de racédo (g) e ganho de peso total
(g) de ratas prenhes tratadas com 0,0; 250 mg/kg do EBHA de H. drasticus, por
gavagem, do 6° ao 18° DG. Com as médias e os respectivos desvios padréo.
Teste t.

6.2.6 Peso relativo dos érgaos

Quanto ao peso relativo do figado, rins, coracéo e baco das fémeas gestantes
tratadas com o extrato EBHA-janauba, durante o periodo de gestacdo, ndo houve
diferenca estatistica significativa entre os grupos estudados (Tabela 4) (p<0,05), também
ndo foi observada nenhuma alteragdo macroscopica e microscopica nesses 6rgaos. Em
estudos realizados por Castro et al (2005), utilizando o vegetal G. biloba, ndo apresentou
alterac6es morfolégicas nos érgaos internos, cuja massa relativa também nao diferiu do
controle. Resultados semelhantes também foram encontrados por Pinto et al. (2007) com
o P. methysticum.

Embora tenha ocorrido reducao do peso relativo de 6rgaos como: os rins, baco
e figado em animais expostos a beta-ionona, esta alteragcdo ndo se mostrou dose-
relacionada. Uma Unica excecao foi a redugéo do peso relativo do coracdo, que ocorreu a
partir do nivel de dose de 500mg beta-ionona/kg de peso corporeo (PINTO, 2005).
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Tabela 4 - Peso relativo dos érgaos (gramas) de ratas prenhes tratadas com 0,0; 250
mg/kg do EBHA da H. drasticus, por gavagem, do 6° ao 19° DG

Peso dos drgaos (g) apos tratamento

Grupos Figado Rim direito Rim esquerdo Coracao Baco
X :DP X +DP X +DP X +DP X 0P
Controle
(n=12) 15,10%1,67 1,15+0,08 1,07+0,11 0,91%0,09 0,73%0,28
EBHA
(n=12) 15,90+0,75 1,1740,07 1,06+0,03 0,96+0,062 0,68+0,09

(g) gramas; EBHA: Extrato Bruto Hidroalcodlico

6.2.7 Desempenho reprodutivo

As taxas reprodutivas proporcionam em conjunto um excelente indicador da
interferéncia de diferentes substancias quimicas sobre a reproducéo, podendo inclusive
identificar o periodo no qual os efeitos téxicos reprodutivos ocorreram.

A tabela 5 ilustra os resultados obtidos do estudo do desempenho reprodutivo
médio entre os grupos tratados ou ndo com o extrato EBHA do 6° ao 192 DG. A analise de
variancia mostrou nao haver diferenca significativa entre a comparacao entre 0s grupos e
os parametros observados (P>0,05).

Em estudos com o G. biloba, constataram a nao diminuicdo do numero e
massa corporal de filhotes normais, onde nado diferiram significativamente das fémeas
usada no grupo controle (CASTRO et al., 2005).

A Dbeta-ionona na dose de 1000 mg/kg, afetou adversamente o]
desenvolvimento embriofetal de ratos, causando embrioletalidade, evidenciada pelo
aumento de perdas pré- e/ou peri-implantacdo e pelo discreto aumento na
proporcdo de reabsorgbes por implantacdes, observagdes essas realizadas por Pinto
(2005).
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O peso fetal do grupo tratado com a EBHA-janauba, ndo mostrou diferenca
estatistica significativa com os fetos do grupo controle, ndo havendo portanto acao
embriotdxica, assim como os animais tratados com beta-ionona (PINTO, 2005).

Guerra; Peters (1991), estudando H. sucuuba nao observaram efeito
embriotdxico, assim como nao teve diferenca estatistica no numero de reabsorcoes
e nem no numero de fetos vivos e mortos com os animais do grupo controle. Nao foram
identificadas malformagdes, demonstrando que o extrato de H. sucuuba nao causa
prejuizos no desenvolvimento fetal.

Em estudos com P. methysticum foram testadas as doses de 5; 35 e 50 mg/kg,
do sexto ao décimo quinto dia de gestacao, onde o extrato se mostrou seguro até a dose
de 35 mg/kg, ndo sendo portanto, observados diferencas estatisticas significativas quanto
as reabsor¢des embrionarias, peso dos fetos, numero de fetos por ninhada e alteragdes
macroscopicas externas (PINTO et al., 2007).

O indice placentario e o peso das placentas dos animais de ambos o0s
tratamentos com extrato hidroetandlico de B. trimera diferiram estatisticamente do grupo

controle (GRANCE, 2007).

Tabela 5 - Desempenho reprodutivo médio de ratas prenhes tratadas com 0,0; 250
mg/kg do EBHA da H. drasticus, por gavagem, do 6° ao 19° DG

Parametros CONTROLE (n=12)2 EBHA (n=12)2
X £DP X £DP
(LI-LS) (LI-LS)

PM 290,4+25,61 310,8+20,43
PU 48,00+10,75 53,67+8,24
PM-U 242,4+20,20 257,2+21,52
NFv 10,42+2,99 10,9241,73
PP 0,51+0,16 0,45+0,047
PF 2,49+0,43 2,48+0,50
CF 2,89+0,37 3,171+0,35
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87,92 95,08

S
(43-100) (78-100)
10,42 10,92
Fv
(4-14) (7-13)
11,92 4,583
Pré-|
(0-57) (0-21)
11,42 6,00
Pos-I
(0-43) (0-41)

a ndmero de animais; EBHA: Extrato Bruto Hidroalcodlico; PM= peso materno no 20°DG (g); PU= peso do
Utero (g); PM-U= peso materno — peso do Utero (g); PP= peso placentario por ninhada (g); PF= peso fetal
por ninhada (g); CF= comprimento fetal por ninhada (cm); NFv= nimero de fetos vivos por ninhada; Sl=
sitios de implantagao por ninhada (%); Fv= porcentagem de fetos vivo por ninhada (%); Pré-I= perda pré-
implantacao por ninhada (%); Pés-I= perda pés-implantagdo por ninhada (%)

6.2.8 Analise 6ssea dos fetos

As anomalias esqueléticas evidenciadas podem ser classificadas como
variagdes e ndo malformacgdes, pois sdo transitérias e ndo adversas a sobrevivéncia
(CHAHOUD et al., 1999).

As alteracbes esqueléticas podem ser consideradas variagdes do normal,
retardos do desenvolvimento do esqueleto e malformagdes. As variagdes individuais
consistem na auséncia dos centros de ossificacdo esperados no momento da cesariana.
Os retardos do desenvolvimento 6sseo estao relacionados com a auséncia dos centros de
ossificagdo em estruturas bilaterais ou na presenca de forma e/ou tamanho claramente
sugestivo de um estagio precoce de desenvolvimento. Incluem-se nesta classificacao as
ossificacbes incompletas dos ossos do cranio e fontanelas aumentadas. Ja as
malformacdes do esqueleto estao relacionadas com a auséncia parcial ou total de ossos
importantes, encurtamentos, arqueamentos, assimetrias, fusdes, fendas (PINTO et al.,
2007).

Em nosso estudo nédo foi evidenciado diferencas estatisticas dos fetos do grupo
tratado com EBHA-Janauba comparados aos fetos do grupo controle, considerando-se o
aparecimento de variagdes. Em relacdo as malformacdes encontradas em ambos 0s
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grupos analisados, mostraram um numero baixo do aparecimento de costelas onduladas
e esternébrios assimétricos (Tabela 6), isso indica que ha uma tendéncia ao aparecimento
espontaneo dessas alteracdes na linhagem de ratos utilizada neste estudo. E importante
ressaltar, que o significado desses achados tem pouca relevancia em termos de um
possivel efeito embriotéxico ou teratogénico da dose utilizada no experimento. As
variagoes, que por vezes sao alteragées geralmente reversiveis, ocorrem com freqiiéncia
alta em grupos controles e tratados, e sdo caracterizadas por nao apresentarem
riscos a vida e por envolverem alteragdes estruturais de menor significado funcional,
variagdes essas que também foram encontradas em estudos realizados por Pinto (2005)
com beta-ionona nas doses de 125; 250; 500 mg/kg onde apresentaram as mesmas
variagdes encontradas em nosso estudo.

No entanto, ndo se pode caracterizar um efeito teratogénico de uma substancia
simplesmente pelo aparecimento de malformag¢des menores, mais sim pelo grau de
comprometimento na saude do animal, por sua incidéncia elevada e malformagdes
grosseiras.

Em estudos com B. trimera (8,4 mg/kg) em ratas durante a gestacdo mostrou
que o fitoterapico causava efeito téxico materno e nos fetos, causando também o
aparecimento anormal na forma do esternébrio e na ossificacdo, ndo sendo recomendado
0 seu uso durante o periodo gestacional (GRANCE, 2007).

Pinto et al (2007) e Marques (2009) evidenciaram o aparecimento de variagbes
esqueléticas fetais, como costelas extras na vértebras cervicais, esterno desalinhado e a
ndo ossificagdo das esternébras, contudo ndo foram anormalidades que apresentaram
diferencas significativas comparando com os animais dos grupos controles, demonstrando

que tais aparecimentos de variacées fetais, nao foram influenciadas pelo extrato.
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Tabela 6 — Exame esquelético dos fetos de ratas prenhes tratadas com 0,0; 250 mg/kg do

EBHA da H. drasticus, por gavagem, do 6° ao 19° DG

CONTROLE EBHA
Malformacdes Esqueléticas 0 (125)2 0(131)2
por fetos (%) 0% 0%
Malformacgoes Esqueléticas 0 (12)° 0 (12)°
por ninhada (%) 0% 0%
Variagdes esqueléticas por 3 (125)%¢ 2 (131)a¢
feto (%) 2,4% 1,52%
Variagoes esqueléticas 2 (12)°C 2 (12)°C
por ninhada (%) 16,5% 16,5%
Costela ondulada 1 (125)aC 3 (131)¢
por feto (%) 0,8% 2,29%
Esternébrio assimétrico 3 (125)ac 2 (131)ac
por feto (%) 2,4% 1,52%

a niimero de fetos analisados por grupo; b nimero de ninhadas avaliadas;o nimero de fetos acometidos
esta representado fora do parénteses. Letras mailsculas iguais: sem diferenca estatistica (p>0,05).Teste

Exato de Fisher .
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7. Conclusao

Os resultados deste estudo indicam que o extrato hidroalcodlico de Himatantus
drasticus na dose de 250 mg/kg nao foi toxico para ratas prenhes, pelo ndo aparecimento
de sinais clinicos de toxicidade durante o periodo do tratamento.

A administracdo do extrato de janauba em ratas durante a gestacdo ndo causa
efeito embriotoxico em fetos, confirmados em andlise observatoria macroscépica, assim
como embrioletalidade e malformagdes ésseas fetais.

Na avaliagéo histolégica dos 6rgaos vitais maternos, como: figado, rim, coracédo
e baco ndo ha alteracdo em células teciduais que caracterizassem toxicidade pelo extrato

de Himatanthus drasticus.
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