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RESUMO

Palicourea coriacea (Cham.) K. Schum, conhecida como douradinha ou douradinha-
do-campo, € uma planta do Cerrado, na forma de subarbustos com flores amarelas,
pertencente a familia Rubiaceae. Suas folhas sao utilizadas em preparagbes de
remédios caseiros na forma de chas, no tratamento de caélculos renais,
inflamagéao/infecgéo de uretra, rins, bexiga e como diurético. O presente trabalho
teve como objetivos avaliar a toxicidade aguda em ratos e camundongos, bem
como, a atividade diurética em ratos do extrato aquoso bruto liofilizado das folhas de
Palicourea coriacea (EABLPC). A toxicidade aguda oral do EABLPC foi investigada
de acordo com a OECD 423. Para avaliacao da atividade diurética trés grupos de
ratos receberam doses de EALPC (80, 160 e 320 mg/kg), um grupo recebeu apenas
solugdo salina e outro recebeu furosemida (20 mg/kg), administradas durante oito
dias por gavagem, sendo feita a medicdo do volume urinario e a avaliagdo das
concentragdes de eletrolitos (Na*, K" e CI), creatinina e uréia, na urina e no sangue.
O extrato n&o desenvolveu sinais de toxicidade ou letalidade nos animais e nao
foram encontradas alteragdes histopatolégicas. Na avaliacdo da atividade diurética
observou - se um aumento do volume urinario, do consumo de agua e da excregéao
dos eletrolitos, dos ratos tratados com EABLPC, em relagdo aos néo tratados, mas
nao foram detectadas diferengas estatisticamente significativas nas amostras de
sangue. Os resultados demonstraram que o extrato pertence a Classe 5
(substancias com DLsy superior a 2000 mg/kg), sendo considerada de baixa
toxicidade. O aumento do volume urinario, do consumo de agua e da excrecao de
eletrélitos comprovou a atividade diurética do EABLPC. O presente estudo confirmou

o uso etnofarmacologico do EABLPC.

Palavras — chaves: Plantas medicinais; Palicourea coriacea; Atividade diurética;

Toxicidade aguda.



ABSTRACT

Palicourea coriacea (Cham.) K. Schum, known as douradinha or douradinha-do-
campo, is a plant of Cerrado in the form of sub-shrubs with yellow flowers, belonging
to the Rubiaceae family. Its leaves are used in preparations of home remedies in the
form of teas, to treat kidney stones, inflammation / infection of the urethra, kidneys,
bladder, and as a diuretic. This study aimed to evaluate the acute toxicity in rats and
mice, as well as the diuretic activity in rats of the crude aqueous extract of dried
leaves Palicourea coriacea (EABLPC). The acute oral toxicity EABLPC was
investigated according to OECD 423. To evaluate the diuretic activity three groups of
rats received doses of EABLPC (80, 160 and 320 mg / kg), one group received only
saline solution, and another received furosemide (20 mg / kg) administered by
gavage for eight days, being made volume measurement and evaluation of urinary
concentrations of electrolytes (Na*, K* and CI), creatinine and urea in urine and
blood. The extract did not develop signs of toxicity or mortality in animals and found
no pathological changes. In the evaluation of diuretic activity observed - an increase
in urinary volume, water consumption and excretion of electrolytes, mice treated with
EABLPC, compared to untreated, but not statistically significant differences were
detected in blood samples. The results showed that the extract belongs to Class 5
(Substances with LDsy greater than 2000 mg / kg), being considered of low toxicity.
The increase in urine volume, water consumption and excretion of electrolytes
confirmed the diuretic activity of EABLPC. This study confirmed the use of
ethnopharmacological EABLPC.

Keys - words: Medicinal plants; Palicourea coriacea; Diuretic activity, Acute toxicity.
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Aspecto geral da Palicourea coriacea (Cham.) K. Schum
“Douradinha do Campo”.

Fluxograma do Teste toxicologico partindo e uma dose de 2000
mg/kg por peso corporal (OECD423).

Médias diarias de eliminagao urinaria, ap6s administragdo oral do
extrato aquoso bruto liofilizado das folhas de P. coriacea (80, 160,
320 mg/kg) comparados a furosemida (20 mg/kg) e controle
negativo. Valores expressos em média + Desvio Padrao da Média
para n = 6/grupo. * P < 0,01 em relagao ao grupo controle, * * P <
0,001 em relacao ao grupo controle (ANOVA, Teste - t Student).

Somatério de todo o volume urinario, produzido por cada grupo
tratado, apdés administragédo oral do extrato aquoso bruto liofilizado
das folhas de P. coriacea (80, 160, 320 mg/kg) comparados a
furosemida (20 mg/kg) e controle negativo. Valores expressos em
média + Desvio Padrao da Média para n = 6/grupo. * * P < 0,01 em
relacao ao grupo controle, * P < 0,001 em relagao ao grupo controle
(ANOVA, Teste - t Student).

Médias diarias de consumo hidrico, apés administragdo oral do
extrato aquoso bruto liofilizado das folhas de P. coriacea (80, 160,
320 mg/kg) comparados a furosemida (20 mg/kg) e controle
negativo. Valores expressos em média + Desvio Padrao da Média
para n = 6/grupo. * P < 0,01 em relagdo ao grupo controle, * * P <
0,001 em relacao ao grupo controle (ANOVA, Teste - t Student).

Somatério de todo o volume hidrico, consumido por cada grupo
tratado, apds administragdo oral do extrato aquoso bruto liofilizado
das folhas de P. coriacea (80, 160, 320 mg/kg) comparados a
furosemida (20 mg/kg) e controle negativo. Valores expressos em
média £ Desvio Padrdo da Média para n = 6/grupo. * * p < 0,01 em
relacéo ao grupo controle, * p < 0,001 em relagao ao grupo controle
(ANOVA, Teste -t Student).

Quantidade de sédio urinario (mEq) excretada diariamente apos
administracdo oral aos grupos em estudo. Valores expressos em
média + DP (n=6). * Estatisticamente significativo em relagdo a
salina (P < 0,05), (ANOVA, Teste - t Student) EABLPC = extrato
aquoso bruto liofilizado das folhas de P. coriacea.

Somatério de todo sédio excretado por cada grupo tratado, apos
administracao oral do extrato aquoso bruto liofilizado das folhas de
P. coriacea (80, 160, 320 mg/kg) comparados a furosemida (20
mg/kg) e controle negativo. Valores expressos em média + Desvio
Padrdo da Média para n = 6/grupo. * * p < 0,01 em relagdo ao
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grupo controle, * p < 0,001 em relagdo ao grupo controle (ANOVA,
Teste -t Student).

Excrecédo urinaria de potassio (mEq) diaria ap6s administracao oral
do EABLPC (80, 160, 320 mg/kg), furosemida (20 mg/kg) e controle
negativo. Valores expressos em média + Desvio Padrao da Média
para n = 6/grupo. * P < 0,05 em relagdo ao grupo controle, * * P <
0,001 em relagédo ao grupo controle (ANOVA, Teste - t Student).

Somatério de todo potassio excretado por cada grupo tratado, apos
administracao oral do extrato aquoso bruto liofilizado das folhas de
P. coriacea (80, 160, 320 mg/kg) comparados a furosemida (20
mg/kg) e controle negativo. Valores expressos em média £ Desvio
Padrao da Média para n = 6/grupo. * * p < 0,01 em relagdo ao
grupo controle, * p < 0,001 em relagdo ao grupo controle (ANOVA,
Teste -t Student).

Quantidade de cloro urinario (mEq) excretada diariamente apos
administragao oral do extrato aquoso bruto liofilizado das folhas de
P. coriacea (80, 160, 320 mg/kg) comparados a furosemida (20
mg/kg) e controle negativo. Valores expressos em média + Desvio
Padréo da Média para n = 6/grupo. * P < 0,05 em relagéo ao grupo
controle, * * P < 0,001 em relagcédo ao grupo controle (ANOVA, Teste
- t Student).

Quantidade de uréia urinaria (mg) excretada diariamente apos
administracao oral do extrato aquoso bruto liofilizado das folhas de
P. coriacea (80, 160, 320 mg/kg) comparados a furosemida (20
mg/kg) e controle negativo. Valores expressos em média + Desvio
Padrao da Média para n = 6/grupo. * P < 0,05 em relagcdo ao grupo
controle, * * P < 0,001 em relagédo ao grupo controle (ANOVA, Teste
- t Student).

Quantidade de creatinina urinaria (mg) excretada diariamente apos
administracao oral do extrato aquoso bruto liofilizado das folhas de
P. coriacea (80, 160, 320 mg/kg) comparados a furosemida (20
mg/kg) e controle negativo. Valores expressos em média + Desvio
Padrao da Média para n = 6/grupo (ANOVA, P = 0,38522).

Cromatografia de camada delgada do extrato aquoso bruto
liofilizado da Palicourea coriacea.
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Classificacdo e mecanismos de agao dos principais diuréticos.

Plantas medicinais com suposta atividade diuréticas, em
levantamento realizado nos ultimos 10 anos.

Avaliacao do “Screening” hipocratico para o estudo de toxicidade
aguda do extrato aquoso bruto liofilizado das folhas de P. coriacea
(EABLPC), na dose de 2000mg/kg, em ratos Wistar e
camundongos (n = 3).

Avaliagdes pré-teste de atividade diurética (médias do consumo
de agua e producdo de urina em amostra de 30 animais do
experimento, no periodo de 24h por 5 dias).

Resultados da uroanalise obtidos nos teste de atividade diurética,
em urina do primeiro dia de tratamento (n=6 animais/grupo) apoés
tratamento oral com EABLPC nas doses de 80 mg/kg, 160 mg/kg
e 320 mg/kg.

Evolugdo ponderal dos camundongos durante experimento de
toxicidade aguda do EABLPC, expressos em média £ DPM para n
= 3/grupo. * p < 0,05 em relagdo ao grupo controle, (ANOVA,
Teste - t Student).

Consumo de agua, ragcdo e produgdo de excretas de
camundongos, tratados com EABLPC, expressos em média +
DPM para n = 3/grupo. * p < 0,05 em relagédo ao grupo controle,
(ANOVA, Teste - t Student).

Peso relativo dos 6rgéos/100g de peso corporal dos
camundongos no experimento de toxicidade aguda, tratados com
EABLPC, expressos em média + DPM para n = 3/grupo. * p < 0,05
em relagao ao grupo controle, (ANOVA, Teste - t Student).

Alteragbes histopatoldégicas encontradas nos &rgédos dos
camundongos, utilizando o teste ndo paramétrico de Mann -
Whitney.

Evolugdo ponderal dos ratos durante experimento de toxicidade
aguda do EABLPC, expressos em média £+ DPM para n = 3/grupo.
* p < 0,05 em relagdo ao grupo controle, (ANOVA, Teste - t
Student).

Consumo de agua, ragdo e produgdo de excretas de ratos,
tratados com EABLPC, expressos em média + DPM para n =
3/grupo. * p < 0,05 em relagdo ao grupo controle, (ANOVA, Teste -
t Student).
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g/Kg) e solugao salina.

TABELA 14 Média das fragbes quantitativas dos paréametros bioquimicos
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negativo. Valores expressos em média para n = 6 / grupo
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1 INTRODUGCAO

O homem vem utilizando os recursos da flora no tratamento de diversas
patologias ha milhares de anos. Existem relatos, por exemplo, do uso de plantas
com finalidades terapéuticas por volta de 3.000 a.C. na obra Pen — Ts’ao do chinés
Shen Nung (KO, 1999; TYLER, 1996; CUNHA, 2009). No “British Museum”, estao
expostas placas de barro do cdédigo de Hamurabi, datadas com mais de 3000 anos
antes da era cristd, onde se encontram escritos em caracteres cuneiformes, por
ordem do rei assirio Ashurbanipal, documentos sumérios e babildnicos, em que ja se
descreve o 6pio, o galbano, a safétida, o meimendro e muitas outras plantas
medicinais (CUNHA, 2009).

Cerca de 600 plantas medicinais, bem como produtos minerais e animais
foram descritas, no ano de 78 d.C, pelo botanico grego Pedanjos Dioscorides no
tratado De Materia Medica. Este tratado permaneceu como fonte de referéncia por
mais de catorze séculos (ROBBERS; SPEEDIE; TYLER; 1996; TYLER, 1996).

Provavelmente a utilizagédo das plantas como medicamento seja tdo antiga
quanto o aparecimento do proprio homem. A medicina esteve por muito tempo
associada a pratica magica, mistica e ritualistica, o que tornou dificil delimitar com
exatiddo a evolugcdo da arte de curar que possui numerosas etapas (DI STASI,
1996).

Os povos primitivos descobriram as propriedades terapéuticas de
determinadas plantas através da observacdo e da experimentagcdo, e estas foram
sendo propagadas de geragcdo em geragdo, fazendo parte da cultura popular
(TUROLLA; NASCIMENTO, 2006).

No século XVI, o médico suico Philippus Aureolus Theophrastus
Bombastus von Hohenheim, conhecido como Paracelsus (1493 - 1541), formulou a
“Teoria das Assinaturas”, baseada no provérbio latim similia similibus curantur,
“semelhante cura semelhante”. Com esta teoria acreditava-se que a forma, a cor, o
sabor e o odor das plantas estavam relacionados com as suas propriedades
terapéuticas, podendo dar indicios de seu uso clinico. Algumas destas plantas
passaram a fazer parte das farmacopéias alopaticas e homeopaticas a partir do
século XIX, quando se comecou a investigar suas bases terapéuticas (ELVIN-
LEWIS, 2001 apud TUROLLA; NASCIMENTO, 2006).
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O marco inicial do processo de extragéo de principios ativos de plantas foi
o isolamento da morfina da Papaver somniferum em 1803 pelo farmacéutico
Friedrich Wilhelm Adam Sertirner. A partir de entdo, outras substancias foram
isoladas, como por exemplo, a quinina e a quinidina obtidas da Cinchona spp, 1819,
e a atropina da Atropa belladona, 1831, que passaram a ser utilizadas em
substituicio aos extratos vegetais (SCHULZ; HANSEL ; TYLER; 2001; TYLER 1996).

Toda planta que € administrada de alguma forma e, por qualquer via ao
homem ou animal exercendo sobre eles uma agao farmacoldgica qualquer é
denominada de planta medicinal. As plantas medicinais sempre foram objetivo de
estudo na tentativa de descobrir novas fontes de obtencédo de principios ativos
(ALMEIDA, 1993). Um importante arsenal terapéutico foi construido de forma
intuitiva pelo conhecimento das propriedades curativas das plantas, sendo resultado
da rica sécio - biodiversidade brasileira (ELISABETSKY; SHANLEY, 1994).

E a partir do uso popular ou etnomédico das plantas medicinais que se
iniciam pesquisas as quais podem levar a descoberta de novos principios ativos.
Estdo sendo continuamente desenvolvidos estudos que visam a comprovacgéo da
autenticidade das informacdes populares, de forma que ao longo do tempo, uma
gama de drogas de origem vegetal, inicialmente restritas ao uso populares e
consideradas até mesmo tdxicas, esta sendo incorporada ao arsenal terapéutico
(FREIRE, 1992).

As plantas medicinais podem ser classificadas por categorias. De acordo
com sua acao sobre o organismo temos: abortivo, adsorvente, anticatarral,
antiespasmadico, antiflatulento, anti-reumatico, antitussigeno, carminativo, catartico,
colagogo, colerético, diaforético, diurético, drastico, emenagogo, emético, emoliente,
estomacal, estomaquico, expectorante, febrifugo, galactogogo, laxante, mucolitico,
obstipante (RUDDER, 2002).

As potencialidades do uso das plantas medicinais encontram-se longe de
estarem esgotadas, pois novos conhecimentos e novas necessidades certamente
encontrardo, no reino vegetal solugbes, por meio da descoberta e do
desenvolvimento de novas moléculas com atividade terapéutica ou com aplicacdes
tanto na tecnologia farmacéutica quanto no desenvolvimento de fitoterapicos com
maior eficacia (SCHENKEL et al., 2003).
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Segundo a Resolugéo da Diretoria Colegiada n°. 48 de 16 de marco de
2004 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA, medicamentos
fitoterapicos tradicionais sdo aqueles preparados a partir de plantas medicinais de
uso alicercado na tradigdo popular, sem evidencias, conhecidas ou informadas, de
risco a saude do usuario, cuja eficacia é validada através de levantamentos
etnofarmacoldgicos e de utilizagdo, documentagdes tecnocientificas ou publicagbes
indexadas (BRASIL, 2004).

O professor Francisco José de Abreu Matos da Universidade Federal do
Ceara, ha mais de vinte anos, criou o primeiro programa de fitoterapia no Brasil o
Programa Farmacias Vivas. E o primeiro programa de assisténcia social
farmacéutica baseado no emprego cientifico de plantas medicinais desenvolvido no
Brasil, tendo por objetivo produzir medicamentos fitoterdpicos acessiveis a
populacéo carente (MATOS, 1998).

No Brasil a populacdo faz uso de aproximadamente 300 plantas
medicinais, na forma in natura ou sob a forma de diferentes preparacbes, o que
movimenta um mercado de mais de 400 milhées de dblares por ano. Mesmo a ONU
recomendando e financiando pesquisas sobre fitoterapicos, ainda existe um descaso
e desprezo da classe médica. Ja a populagdo leiga acredita no tratamento com

plantas medicinais sem medo de possiveis problemas (CASTRO, 2005).

Os fitoterapicos sao considerados produtos para a terapia complementar
ou alternativa em saude e seu uso tém sido crescente (CARVALHO et al., 2008).
Também se pode observar atualmente que os produtos naturais sdo responsaveis,
direta ou indiretamente, por cerca de 40% de todos os farmacos disponiveis na
terapéutica moderna, e considerando os farmacos antibiéticos e antitumorais, essa

porcentagem aumenta para aproximadamente 70% (YUNES; CALIXTO, 2001).

Atualmente o mercado mundial de fitoterapicos vem crescendo
notadamente, girando em torno de 22 bilhdes de ddlares. Mesmo possuindo uma
extensa e diversificada flora, possuindo quase um ter¢co da flora mundial, o Brasil
ndo se tem grande importancia no mercado mundial de fitoterapicos, mas
desenvolve-se um grande numero de pesquisas que tem contribuido para o

entendimento da quimica de produtos naturais (YUNES et al., 2001).
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O uso de plantas medicinais, quando efetuado com critério, s6 tem a
contribuir para a saude de quem o pratica. Para se usar uma planta medicinal
devem-se tomar certos cuidados, porque o uso inadequado de plantas medicinais

pode muitas vezes nao realizar o efeito desejado (DI STASI, 1996).

...] O uso popular ndo ¢ suficientes para validar eticamente as plantas
medicinais como medicamentos eficazes e seguros. Nesse sentido, as
plantas medicinais ndo se diferenciam de qualquer outro xenobibticos
sintético e sua preconizagdo, ou autorizacdo oficial do seu uso
medicamentoso, deve ser fundamentada em evidéncias experimentais
comprobatérias de que os riscos a que se expdem aqueles que a utilizam
sdo suplantados pelos beneficios que possam advir. Do ponto de vista
toxicolégico, deve-se considerar que uma planta medicinal ou um
fitoterapico ndo tem somente efeitos imediatos e facilmente correlacionados
com a sua ingestédo, mas lembrar, principalmente, os efeitos que se instalam
a longo prazo e de forma assintomatica, como o0s carcinogénicos,
hepatotoxicos e nefrotoxicos (ELISABETSKY; SOUZA, 2004, p. 108).

Faz-se entdo necessario o estudo detalhado das plantas medicinais, a fim
de que se descubram seus potenciais efeitos colaterais e principais indicagdes.
Desse modo, oferecer-se-4, a populagdo, opg¢bes adicionais e acessiveis no
combate as varias moléstias. Além disso, as plantas medicinais constituem grande
esperancga para o tratamento de enfermidades de causa desconhecida, muitas vezes
ainda sem tratamento. Estima-se que existam no planeta cerca de 250.000 espécies
botanicas. Destas, apenas um inexpressivo percentual foi investigado quanto a sua

farmacologia e toxicologia (CUNHA, 2003).

Ressaltam Elisabetsky e Shanley (1994) outro agravante dos critérios
utilizados pela legislacao brasileira de fitoterapicos diz respeito a desvalorizagdo da
medicina popular, uma vez que a maior parte das plantas utilizadas tradicionalmente
pela populacdo ainda ndo foi avaliada do ponto de vista toxicologico e
farmacologico, o que tornaria proibitivo o seu registro como fitoterapico.

Como podem ser observados, os dados mencionados sdo de grande
importancia e justificam a continuidade e o crescimento de pesquisas cientificas com
plantas medicinais, tanto para a identificacdo de espécies e sua etnofarmacologia,
bem como para a validacdo dos efeitos terapéuticos e da toxicidade destas
especies.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ETAPAS DE ELABORACAO DE FITOTERAPICOS

A pesquisa cientifica € o inicio do desenvolvimento de fitoterapicos,
passando por uma revisdo bibliografica e experimentos praticos para obter
resultados sobre aspectos agrondmicos, fitoquimicos, toxicolégicos e da atividade
bioldgica do vegetal. Esta pesquisa é direcionada pelo conhecimento etnobotanico
(OLIVEIRA et al., 2007).

A avaliagado da toxicidade do futuro fitoterapico, bem como a verificagcao de
sua acgao, asseguram a aplicabilidade terapéutica do vegetal, através de ensaios
pré-clinicos e clinicos imprescindiveis para a validacédo e o uso seguros da drogas
vegetais (MIGUEL; MIGUEL, 2004).

A fitoquimica, por usa vez, trata do isolamento e identificacao,
determinacao e modificagéo estrutural dos constituintes mais importantes do vegetal,
sem se preocupar com sua atividade biolégica. Assim ela permite a identificagao do
vegetal, bem como analisar e caracterizar fracdbes ou substéncias bioativas
(OLIVEIRA et al., 2007).

Terminada a pesquisa cientifica, que comprovou a eficacia e a seguranga
da planta a ser utilizada como fitoterapico, tem inicio o cultivo segundo aspectos
agrondmicos ja determinados, tais como identidade botanica correta, as variedades,
formas e a época adequada de plantio, relacionados a quantidade de substancia
ativa. Quem faz o plantio é o fornecedor de matéria — prima para os produtores do
medicamento fitoterapico (MIGUEL; MIGUEL, 2004).

A producéo do fitoterapico é uma fase importante, que leva em conta as
normas de boas praticas de fabricagdo e de controle de qualidade. Sendo
consideradas desde a avaliacdo da matéria — prima, a escolha da forma
farmacéutica e determinagao da forma de preparo, até a embalagem adequada, a
rotulagem e a elaboracéo da bula (MIGUEL; MIGUEL, 2004; OLIVEIRA et al., 2007).

Ao efetivar o registro frente ao 6rgao de vigilancia sanitaria compete a
confirmacéao de todas as etapas anteriores de elaboragao do fitoterapico, seguindo a
legislagc&o vigente garantindo, portanto, o fornecimento de fitoterapicos de qualidade
satisfatoria para seu emprego como ferramenta terapéutica (OLIVEIRA et al., 2007).
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2.2 Palicourea coriacea

De acordo com Ribeiro & Walter (1998), o Cerrado ocupa 23% do territorio
nacional (dois milhdes de km?), e se localiza basicamente no planalto central, além
de ser considerado um complexo vegetacional de grande heterogeneidade
fitofisiondmica. Para Proenca et al., (2000), o Cerrado € o mais brasileiro dos biomas
sul-americanos, pois, excetuando-se algumas pequenas areas na Bolivia e no
Paraguai, ele esta totalmente inserido no territério nacional.

A Palicourea coriacea é uma planta tipica do Cerrado, usada
popularmente para o tratamento de calculos renais, inflamacgaol/infec¢do de uretra,

rins e bexiga e continéncia urinaria (NUNES et al., 2003).

Pertencente a familia Rubiaceae, que compreende cerca de 500 géneros
e aproximadamente 7.000 espécies, sendo, portanto uma das maiores familias de
angiospermas, estando distribuidas em todo o mundo, desde as regides tropicais e
temperadas até as regides frias (JOLY, 2002). Na América do Sul sdo encontrados
aproximadamente 50 géneros com 200 espécies participantes desta familia (SILVA
et al., 2008).

A Palicourea coriacea € uma planta herbacea, perene, decidua e possui
inflorescéncia terminal com flores brancas e bracteas amarelas. Os frutos sdo em
drupa, cor azul. Suas folhas sao simples, curto — pecioladas, ovadas ou elipticas,
coriaceas, cor verde — amareladas (LAUREANO, 2001).

Figura 1 - Palicourea coriacea (Cham.) K. Schum “Douradinha do Campo”.
PAULA, J. R.
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Douradinha e douradinha-do-campo, sdo nomes populares atribuidos a
varias espécies medicinais incluindo a Palicourea coriacea. A utilizacdo de suas
folhas em preparacdes de remédios caseiros na forma de chas é pratica consagrada
tanto por comunidades rurais como por populagbes urbanas oriundas do Cerrado
(RODRIGUES et al., 2002).

Souza e Felfili (2006), relatam que esta espécie além de indicada para
problemas renais, também vem sendo utilizada no tratamento da obesidade e como
calmante pela populagao da regido de Alto Paraiso de Goias.

Ja Silva (2007), menciona em sua pesquisa o preparo das folhas de
douradinha por decocg¢ao para o tratamento de transtornos dos rins.

O género Palicourea, contém espécies toxicas, como € o caso da
Palicourea marcgravii var. pubescens A. St.-Hil e Palicourea rigida Kunth (PEREIRA
et. al., 2006).

No entanto, a espécie Palicourea coriacea, objeto de nosso estudo, vem
sendo utilizada, na forma de cha, ha varios anos de acordo com inumeros
levantamentos populares, mas sem nenhum relato de efeitos toxicos ou contra —
indicagdes ao uso (BRANDAO, 1980; DE LA CRUZ, 2008; PEREIRA et al., 2006;
SILVA, 1998).

Estudo fitoquimico do extrato alcoodlico das folhas da Palicourea coriacea
identificou como principais constituintes quimicos: saponinas, taninos, cumarinas,
alcal6ides, compostos redutores e polissacarideos, mas quando a extracéo foi feita
com agua esses constituintes foram obtidos com maior evidéncia, principalmente os
alcaléides (LAUREANO, 2001). Nascimento (2005), relatou a presenca de
alcaloides, taninos e cumarinas, compostos de interesse na terapéutica.

Um estudo do extrato etandlico bruto das raizes e folhas da P. coriacea
possibilitou o isolamento de quatro alcaloides inddlicos do tipo b-carbolinicos (acido
estrictosidinico;  acido  epi-estrictosidinico;  ceto-estrictosidinico e  acido
estrictosidinico 4’,3” — sacarose). O extrato bruto das folhas, raizes e flores
forneceram o acido ursolico como constituinte majoritario, um triterpeno bastante
encontrado em vegetais superiores (OLIVEIRA et al., 2006).

Liu (1995), cita em seu trabalho que o acido ursdlico apresentou
atividades antiinflamatoria, de protecdo hepatica, antitumoral e anti — hiperlipémica

em experimentos realizados com animais.
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Quanto a toxicidade aguda dois trabalhos foram realizados empregando o
extrato etandlico bruto da Palicourea coriacea e ambos concluiram que o extrato era
praticamente atéxico (PEREIRA et al., 2006; FREITAS et al., 2011).

Freitas et al.,. (2011) também fizeram a avaliagédo da atividade diurética do
extrato etanodlico bruto da douradinha, identificando um efeito dose dependente no
volume de excrecéo urinaria de 24 horas, bem como um aumento da excrecao de
eletrélitos urinarios (Na*, K" e CI).

Os extratos brutos etandlico das folhas e metandlicos das raizes de P.
coriacea foram submetidos a ensaios antimicrobianos utilizando-se bioautografia. Os
extratos inibiram o crescimento de bactérias Gram positivas: Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis e Micrococcus luteus (NASCIMENTO, 2005).

Passos et al., (2007) em seu estudo utilizando células somaticas de
Drosophila melanogaster, concluiram que o extrato aquoso da P. coriacea
apresentou agédo citotoxica nem genotoxica, porém, observou - se acgao
antigenotoxica ou moduladora contra os danos genéticos induzidos por
doxorrubicina em co-tratamento.

Varios estudos etnobotanicos destacam que os compostos das folhas da
douradinha s&o extraidos com agua. Nao foram encontrados registros de preparo na
forma de garrafadas (BRANDAO, 1980; DE LA CRUZ, 2008; LAUREANO, 2001;
PEREIRA et al., 2006; SILVA, 1998).

2.3 ESTUDOS DE TOXICIDADE AGUDA EM ANIMAIS

Em todo o mundo existem exemplos varios casos de intoxicagdo por
diferentes tipos de substancias, como por exemplo, em 1937, na Europa, houve
intoxicacdo e morte de centenas de pessoas por dietilenoglicol, solvente usado na
fabricagcdo de sulfonamida. Entre 1959 e 1961 ocorreram numerosos casos de
deformagdes congénitas em criangas devido ao uso de talidomida por suas maes no
inicio da gestacdo (BARROS; DAVINO, 2008).

Instituicdes governamentais, de varios paises, decidiram exigir maior rigor
no controle da toxicidade de farmacos. No Brasil, o Conselho Nacional de Saude,
segundo a Resolugcéo 1/78 (Diario Oficial 17/10/1978), determina cinco tipos de
ensaios de toxicidade: aguda, subaguda, crbnica, teratogénica / embriotoxicidade e
estudos especiais (OGA et al., 2008).
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...] Toxicidade aguda é definida como os efeitos adversos que ocorrem
dentro de um periodo curto apds a administragido de uma dose Unica ou
doses multiplas dentro de 24 horas. De modo geral, a dose Unica é
utilizada para determinar a poténcia da substéncia em casos de ingestado
ou envenenamento acidental e as doses multiplas sdo usadas para avaliar
os efeitos cumulativos. A via oral é indicada, mas outras vias de
administragcdo podem ser escolhidas, considerando — se a exposi¢édo
humana (BARROS; DAVINO, 2008, p. 64).

Os testes de toxicidade aguda sdo os primeiros a serem realizados na
avaliagao da toxicidade de novos compostos, propiciando quatro diretrizes: 1- uma
estimativa quantitativa da toxicidade aguda (DLsy) para comparagdo com outras
substancias; 2- identificacdo do(s) érgéo(s) alvo(s) e outras manifestacbes de
toxicidade aguda; 3- conhecimento da reversibilidade da resposta téxica e 4-
delineamento da dosagem a ser utilizada em outros estudos (KLAASSEN;
WATKINS, 2001; BARROS; DAVINO, 2008).

Segundo os autores Barros e Davino (2008), dois principios devem ser
levados em conta durante a experimentacao de toxicidade de produtos em animais:
os efeitos observados nos animais de laboratorio devem ocorrer também no homem;
e a exposicdo de animais de laborat6rio a dosagens altas de determinado agente
téxico € uma metodologia valida e necessaria para a descoberta dos efeitos danosos
ao homem.

Durante os testes de toxicidade, deve - se levar em consideracdo a
relevancia dos dados de toxicidade do agente quimico em questdo, observando a
qualidade dos dados obtidos, o tipo de estudo executado, a via e a duragdo da
exposicdo, as doses utilizadas e a reprodutibilidade do estudo. Com essa
preocupagdo os estudos devem seguir protocolos (Guidelines) elaborados por
Instituicdes Internacionais reconhecidas, tais como a Organizacdo para a
Cooperacédo e o Desenvolvimento Econémico (OECD — Organisation for Economic
Cooperation and Development) ou a Agencia de Protecdo Ambiental dos Estados
Unidos (EPA — Environmental Protection Agency), bem como serem conduzidos de
acordo com as Boas Praticas Laboratoriais (BPL) (CORREA et al., 2008).

No Brasil a legislagcdo para medicamentos fitoterapicos vem sofrendo

modificagdes nos ultimos anos. A fim de regulamentar as drogas fitoterapicas, a
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Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) elaborou normas, desde a
Portaria n® 6 de 1995, que estabeleceu prazos para que as industrias farmacéuticas
apresentassem dados de eficacia e seguranca dos medicamentos fitoterapicos,
passando pela RDC n° 17 de 2000, e a Resolugdo RDC n° 14 de 31 de margo de
2010, que dispbe sobre o registro de medicamentos fitoterapicos. Esta preocupacéao
das autoridades regulatérias com a normatizacédo dos medicamentos fitoterapicos
propicia a avaliacao de aspectos importantes, como a eficacia e seguranga do uso
destes medicamentos. Baseado em conhecimentos populares e aliados a crenca de
que, por ser natural ndo causa reagbes adversas, o uso tradicional de plantas
medicinais, fez com que poucas fossem avaliadas através de estudos pré-clinicos e
clinicos (TUROLLA; NASCIMENTO, 2006).

O presente trabalho seguira as diretrizes da OECD para o teste de classe
de toxicidade aguda (Acute Toxic Class Method — OECD 423). Observara as
indicacbes da Portaria 116/96 do Ministério da Saude, para avaliagdo da toxicidade
aguda oral de substancias quimicas e estudos de toxicidade de dose unica de novas
drogas, além de enquadrar nas exigéncias da RDC 14, de 31 de Margo de 2010 da
ANVISA/MS (BRASIL, 2010).

Adicionalmente, seguira as diretrizes da Lei Arouca, Lei federal n® 11.794,
de 8 de outubro de 2008, que rege a criagao e a utilizagdo de animais em atividades

de ensino e pesquisa cientifica (BRASIL, 2008).

2.3.1 Método de classe de dose aguda toxica (Guideline OECD 423, 2001)

Este € um método alternativo de toxicidade oral aguda, extensamente
validada desde 1996, em que se utilizam trés animais de determinado sexo, em
cada etapa; ambos os sexos podem ser utilizados. A dose inicial é selecionada entre
as doses fixas de 5, 50, 300 e 2000 mg/kg, sendo aquela mais propensa a produzir
mortalidade com base em relatos de dose com toxidade evidente, quando possivel,
ou através de relatos evidenciados com base na estrutura quimica. Na auséncia de
ambas as informacgdes, é iniciado o estudo de triagem com a dose de 300mg/kg.

Se as informacgdes avaliadas sugerirem que a mortalidade significativa ndo
€ iniciada com o nivel maior de dose (2000 mg/kg de peso corporeo), o teste para se

conhecer o limite € conduzido. Excepcionalmente, e somente quando justificado por
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necessidades especificas, o uso de um nivel de dose maior de 5000 mg/kg pode ser
considerada.

A base da técnica consiste em se administrar a grupo de trés animais
doses seqlenciais menores a partir da maxima de 2000 mg/kg caso se observe a
morte de mais de 1 animal, seguindo o fluxograma da figura 4. Isto possibilita a

estimativa de uma DLs, conforme os padrées da GHS.

25



9
(£2¥aD30) |e10di0o osad 1od 6/6wQOOZ 9P 9sop ewn a opulled 021600210} 8)s8) op ewelboxn|4 — Z eanbi4

OPRBIIJISSB[D OBU oo -
(rea0da0d 0sad 3¥/3ur) [eqO[D) epELZIUOWLIBE 0BILIJISSE]D) P BWAISIS SHO -
ede)d eped wo SOPpUNqLIOW NO SO)IOW STBWIUR IP 0JWNU € ‘7 ‘T ‘0 -

(seouwrg) dudwietd3) edeyd aod 0xas owrsowr op srewriue g() -

SILIOA » -

# q a
edeyq .| &Qﬁm— el edeyy I
el so.ayn
_ sonnQ _ (00007 _ (0007)€ _ _ so-uno _ (00€)=€ 2 aﬂwﬂm
*
4 4 _

t 1t
1 [
4 4

olo)[elc Wq

epnaed Slewiuy €0 slewiuy €0 slewniuy €0 y— slewIuy €0

ap ojuog 3y/8w(007 J Sy/8wgQ¢ ol 3y/mig w_ $y/8wig

33/3w
Jo-md
0sa’1

SHD



O animal deve ser observado por um periodo minimo de 24 horas e,
mantidos sob observagéo por, no maximo, de 14 dias. Dependendo da mortalidade
ou do estado moribundo dos animais outras doses intermediarias sdo necessarias
para que se admita um critério da toxicidade aguda na substancia—teste. A
classificacdo da substancia administrada é feita de acordo com o GHS (Globally
Harmonized System). Uma das trés acdes sera requerida: parar no teste que atribui
a classificagdo do risco apropriado; testar em uma dose fixa maior ou em uma
menor.

Em todas as etapas, os animais s&o observados em intervalos regulares e
todos os sinais de toxicidade, a época do seu aparecimento, a intensidade, a
duracdo e a progressdo dos mesmos s&o registradas seguindo o screening
hipocratico.

O screening hipocratico € um ensaio bastante util, pois a analise dos
dados obtidos permite: a) classificar os farmacos em estudo em categorias
farmacologicas; b) estudar a toxicidade dos farmacos; c) determinar possiveis
mecanismos de agao dos farmacos; d) auxiliar no direcionamento das investigacoes
cientificas posteriores, dentre outros. Neste ensaio podemos observar os efeitos
produzidos por uma substancia ou extrato desconhecido sobre: 1) estado de
consciéncia e disposigcédo; 2) atividade e coordenagdo do sistema motor e ténus
muscular; 3) reflexos; 4) atividade no SNC e 5) atividade no SNA.

A histopatologia de érgdos é util na determinacdo da causa de morte e
identificar os 6rgdos-alvo. Se ocorrerem mortes um teste adicional com nivel de dose

menor pode ser necessario.

2.4 REGULAGAO RENAL E ACAO DIURETICA DE PLANTAS MEDICINAIS

A funcdo mais conhecida dos rins consiste em livrar o corpo dos produtos
de degradagéo que sao ingeridos ou produzidos pelo metabolismo. Mas existe uma
segunda funcdo, que €& bastante critica, trata-se do controle do volume e a
composicao dos liquidos corporais (GUYTON; HALL, 2011).

E através de um sistema integrado complexo, que se da o controle do
equilibrio hidroelétrico e da osmolaridade plasmatica, que envolve as agdes do
Hormonio Antidiurético (ADH), do sistema renina - angiotensina - aldosterona e do
mecanismo da sede (NAVES et al., 2003).
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O Sistema Renina — Angiotensina — Aldosterona (S - RAA) atua ndo s6 na
regulacédo da pressao arterial como também no equilibrio eletrolitico. Classicamente
esse sistema exerce suas fungdes por meio da angiotensina Il, que é gerada na
circulacao por uma cascata enzimatica iniciada pela renina que é secretada pelas
células justa - glomerulares dos rins apos detectar o aumento da concentragéo de
sédio no tubulo distal. A renina catalisa a formacdo de angiotensina | a partir do
angiotensinogénio produzido no figado. A angiotensina | apds ser clivada por
diferentes aminopeptidases origina diversos produtos (angiotensinas Il a IV). Estas
angiotensinas atuam sobre receptores especificos de membrana (vasos sanguineos,
rins, adrenais e o sistema nervoso simpatico) distribuidos pelo organismo (HELOU,
1998; IRIGOYEN et al., 2001; NAVES et al., 2003).

Dentre esses produtos a angiotensina Il, talvez seja o horménio mais
potente na retencdo de so6dio e agua no organismo, auxiliando no controle da
pressdo sanguinea e do volume extracelular, através de trés efeitos principais:
estimulacdo da secrecéo de aldosterona pelas glandulaa supra-renais, que promove
a reabsorcao de sédio e a eliminagédo de potassio nos tubulos distais; contracéo das
arteriolas eferentes e estimulagdo direta da reabsorcédo de sédio nos tubulos
proximais, nas al¢cas de Henle, nos tubulos distais e nos tubulos coletores
(GUYTON; HALL, 2011).

O Hormoénio Antidiurético (ADH) ou vasopressina, é um polipeptideo com
peso molecular igual a 1.228 kD formado nos nucleos supra — 6pticos e nos nucleos
paraventriculares do hipotalamo, sendo originario de um pré — pro — horménio com
168 aminoacidos, cuja clivagem é mediada por duas principais enzimas: a ADH -
neurofisina Il e Co — peptina, com armazenamento e liberacao feitos pela hipdfise
posterior (NAVES et al., 2003; GUYTON; HALL, 2011).

A secrecao de ADH é mediada por neurbénios do hipotalamo anterior que
possuem osmorreceptores, esses séo estimulados quando a pressao osmoética varia
em 2% da sua faixa normal que é de 285 a 295 mOsm/kg. Estimulos ndo-osméticos,
como a barorregulagéo, reflexo nasofaringeano, estimulo nauseoso, mediadores
quimicos e fatores ambientais também tém importante papel na regulacédo da
secrecao de ADH (NAVES et al., 2003).

A barorregulacdo é menos sensivel que a osmorregulagdo, sendo
decorrente de uma queda de 8 a 10% no volume sangtiineo ou de redugdes agudas,

na pressao arterial, superiores a 5-10%. A origem do estimulo € proveniente de
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receptores localizados no arco aértico, carotidas, atrios e, provavelmente, grandes
veias intratoracicas, terminando no centro vasomotor do tronco cerebral. O estimulo
entdo chega aos nucleos supra - opticos e paraventriculares, com aumento da
secrecdo do ADH. Nauseas e vomitos podem elevar em 100 a 1000 vezes a
secrecdo do ADH, ja a hipoglicemia estimula ligeiramente a secregdo desse
hormonio (NAVES et al., 2003).

Neurotransmissores, drogas e outros agentes quimicos também modulam
a secrecao do ADH via sistema nervoso periférico ou diretamente no sistema
nervoso central, destacando — se: catecolaminas, opiaceos, prostaglandinas,
anestésicos, hipoxemia, hipercapnia, angiotensina |l, peptideo natriurético atrial
(PAN) e alcool (NAVES et al., 2003).

Quando a hipofise posterior libera ADH, este se liga a receptores
especificos V,. (MAGALDI, 1996; GUYTON; HALL, 2011). Apdés a ligacao aos
receptores ocorre um aumento da permeabilidade da membrana luminal dos tubulos
distais e ductos coletores a agua. Isso permite a reabsor¢do de um grande volume
de agua para o meio intersticial, tanto pelas células quanto pelo espaco intercelular,
chegando assim ao sangue; havendo diminuigdo do volume urinario, mas sem
alteracbes acentuadas na taxa de excrecao renal dos solutos (NAVES et al., 2003;
GUYTON; HALL, 2011).

Os diuréticos sao farmacos que tém como principal fungdo causar o
aumento do volume urinario. Deve — se atentar que existe um grupo muito restrito de
drogas que provocam aumento do volume urinario atuando primariamente na
hemodinamica renal, afetando, dessa forma a funcao glomerular. No entanto, as
drogas mais comumente usadas com finalidade diurética sdo as que agem
predominantemente nos tubulos renais (LOPES; MARTINELLI, 2010). Estes agentes
sao uteis na reducao dos sintomas de sobrecarga de volume, incluindo a ortopnéia e
a dispnéia paroxistica noturna, sendo usados também no tratamento da hipertensao
arterial, insuficiéncia renal, insuficiéncia cardiaca ou cirrose do figado (HARVEY;
CHAMPE, 1998).

Os diuréticos atuam aumentando a excrecdo de Na* e de agua do corpo,
através de uma acédo sobre os rins. O efeito primario consiste em diminuir a
reabsorcdo de Na' e de CI do filtrado, sendo o aumento da perda de agua
secundario a excrecao aumentada de NaCl. Devido a reabsor¢do de uma proporgéo
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muito grande do NaCl e da agua que penetra, no tubulo, no glomérulo, a ocorréncia
de uma pequena reducgdo da reabsor¢céo pode resultar em acentuado aumento na
excrecdo. E importante observar que os diuréticos que exercem acao direta sobre as
células do néfron atuam no interior da luz tubular e alcangam seus locais de agédo ao

serem secretados no tubulo proximal (RANG et al., 2007).

Assim, de forma geral, tem - se dois tipos de diuréticos, os que atuam
diretamente nos tubulos renais, modificando a sua atividade secretora e absorvente;
e aqueles que modificam o conteudo do filtrado glomerular, dificultando
indiretamente a reabsorcéo de agua e sal. Os grupos que atuam diretamente nos
tubulos s&o os diuréticos de alga, ou seja, agem na alga de Henle, porgéo
ascendente; os tiazidicos que atuam no tubulo distal; os diuréticos poupadores de
potassio que atuam nos receptores da aldosterona nos tubulos distais e os inibidores
da anidrase carbdnica, que inibem esta enzima nas células dos tubulos proximais.
Os grupos que modificam o filtrado sdo os diuréticos osméticos e deles participam
substancias hidrofilicas que retém agua por pressao osmoética (RANG et al., 2007).

Os principais grupos de diuréticos estao listados no Quadro1.

Quadro 1: Classificagdo e mecanismos de ag¢ao dos principais diuréticos.

Classificagao

Mecanismo de Agao

Exemplo

Diuréticos tiazidicos

Inibicdo do cotransporte eletroneutro
Na* - CI (Tubulo contorcido distal)

Hidroclorotiazida,
clortalidona e metolazona

Diuréticos da alga de

Inibe o transportador de Na* - K* - 2CI

Furosemida, bumetanida

Henle e torasemida
Diuréticos Antagonismo da aldosterona Espironolactona e
poupadores de K* (Duto coletor cortical) eplerenona
Diuréticos Bloqueio dos canais de sédio Amilorida e triantereno
poupadores de K" (Duto coletor cortical)
Inibidores da Acetazolamida e

anidrase carbobnica

Inibicdo da anidrase carbénica

benzolamida

Diuréticos osmoéticos

Diminuicao da reabsorcao de agua
(Alca de Henle)

Manitol

Os diuréticos séo indicados como medicamentos coadjuvantes para o
tratamento de algumas condigbes clinicas, como por exemplo, na insuficiéncia
cardiaca congestiva, sindrome nefrética, cirrose hepatica, edema idiopatico, acidose
tubular renal, hipertensao arterial, hipercalciuria idiopatica, hipercalcemia, diabete
insipido, insuficiéncia renal e edema agudo de pulmao (RANG et al., 2007; LOPES;
MARTINELLI, 2010).
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O uso de diurético é, em geral, bem tolerado, porém podem apresentar
efeitos adversos, tais como: alteragdes da concentragéo plasmatica dos ions sédio,
potassio, calcio e magnésio; alteragées no equilibrio acido — base; hiperglicemia e
intolerancia a glicose; hiperuricemia e gota (LOPES; MARTINELLI, 2010).

Interacbes medicamentosas também s&o observadas, uma que se
destaca é a interacdo de diuréticos nao poupadores de potassio com digoxina, a
hipocalemia causada pelos diuréticos aumenta a sensibilidade dos digitalicos, o que
aumenta os riscos de arritmia e efeitos e de efeitos toxicos (RANG et al., 2007).

Portanto, ha necessidade de pesquisas de novos diuréticos com menor
potencial para o desenvolvimento de efeitos adversos, tais como as plantas
medicinais com acdo diurética, que sao consideradas relativamente seguras
(LAHLOU et al., 2006).

As plantas com atividade diuréticas séo utilizadas na desintoxicagédo do
organismo, no tratamento de infecgdes urinaria, no tratamento da hipertenséo
arterial, no combate do envelhecimento, na congestao linfatica, na prevencao de
doencas de pele e muitas outras, através da agao farmacoldgica de eliminar liquidos
em excesso no organismo (BENJUMEA et al.,, 2005). Relatos sobre atividade
diurética de plantas medicinais estdo descritos na literatura, destacando-se
Phyllantus niruri (MORAIS et al., 2005; TESKE; TRENTINI, 2001), Palicourea
coriacea (FREITAS et al., 2011), Equisetum arvense (ALONSO, 2008), Echinodorus
macrophyllum (TRESVENZOL et al., 2006), Costus pictus (MACHIN et al., 2010) e
Polylepis australis (THOENE et al., 2007).

Wright et al. (2007), fizeram uma revisdo bibliografica de 77 artigos
publicados na base de dados MEDLINE, no periodo entre 1970 e 2005. Esta revisao
visou fornecer uma visdo geral do conhecimento atual em torno do uso de plantas
medicinais como diuréticos, sendo encontrados mais de 100 extratos com suposta
atividade diurética, e 21 com relatos de aumento do volume urinario e aumento da
excrecdo de Na* como efeitos simultaneos.

Para chegar a esses resultados varios parametros foram avaliados: como
0 modelo do estudo realizado, a durac&o do estudo, a dose e a via de administracao,
o tipo de extrato utilizado, o tipo e o tamanho populacional, a utilizacdo de grupo
controle (positivo e negativo), o volume urinario excretado e o volume de sodio

excretado.
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Com base nesse levantamento foi feita uma revisdo bibliografica de
artigos relacionados com experimentos de atividade diurética foram selecionados e
os dados organizados considerando — se: a via de administragc&o, o controle positivo,
o0 controle negativo e a duracdo do experimento constantes no Quadro 2. Esta

revisdo teve o intuito de dar diretrizes para a realizagdo do presente estudo.
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O Brasil detém a maior diversidade biol6gica do mundo, e esta diversidade
desperta os interesses de comunidades cientificas internacionais (MENDONCA et
al., 1998). Um exemplo disto é o bioma cerrado que contém mais de 6.000 plantas
(MENDONCA et al., 1998) muitas delas com valor alimenticio e medicinal (ALMEIDA
et al., 1998). Apesar disso, verifica-se no Quadro 2, que apenas a Palicourea
coriacea, Rudgea viburnoides, Passiflora edulis e Echinodorus grandiflorus
pertencem a flora brasileira, o que é muito pouco.

Os componentes das plantas representam uma fonte rica em produtos
quimicos bioativos, que no setor farmacolégico, fornecem material para a produgao
de analgésicos, tranquilizantes, diuréticos, laxativos, antibi6ticos, dentre outros. A
diversidade da flora do cerrado brasileiro, o segundo mais importante bioma do pais,
tem sido pobremente estudada na validagao da eficacia e de efeitos terapéuticos de
extratos ou compostos isolados (ESPINDOLA et al., 2004; MESQUITA et al., 2005;
NAPOLITANO et al., 2005).
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Avaliar a atividade farmacoldgica diurética e a toxicidade aguda oral do
extrato aquoso bruto liofilizado da Palicourea coriacea (Cham.) K. Schum

(Rubiaceae) “Douradinha do Campo”.

3.2 ESPECIFICOS

» Estudar o perfil pré—clinico da toxicidade aguda em dose Unica em ratos e
camundongos de ambos os sexos, do extrato aquoso bruto liofilizado das

folhas de Palicourea coriacea (EAPC).

» Avaliar a atividade diurética em ratas do extrato aquoso bruto liofilizado

das folhas de Palicourea coriacea (EAPC) em doses multiplas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL BOTANICO

4.1.1 Coleta, secagem e moagem

Folhas de Palicourea coriacea foram coletadas, em agosto de 2009, de
espécimes adultos localizados na regido do municipio de Bonfindpolis — Goias,
Brasil, com as coordenadas; altura: 845m, latitude: 16°37’ 04,3” sul, longitude: 48°
48’ 45,3” oeste.

O material botanico coletado na Regiéo foi identificado pelo Professor Dr.
José Realino de Paula — Faculdade de Farmacia — Universidade Federal de Goias
(UFG) e uma exsicata depositada no Herbario da UFG sob o numero 42247.

O material botanico foi processado no Laboratério de Pesquisa de
Produtos Naturais da UFG, sendo seco a 40 °C em estufa (Fanem 315 SE) e

pulverizado em moinho de facas (Marconi), obtendo 354g de pé das folhas.

4.1.2 Preparacao do extrato bruto de Palicourea coriacea e delineamento das

doses

As folhas secas e pulverizadas foram extraidas por refluxo, usando um
baldo de fundo redondo e um condensador, a uma concentracao de 5% planta/agua,
e uma temperatura de 80°C por 40 minutos (OLIVEIRA; AKISUE, 1998). Em seguida
o extrato foi filtrado a vacuo, concentrado no liofilizador (Micromodulyo — THERMO
electron corporation) por aproximadamente 20 horas e armazenado a -20<C.

Para a determinacdo da doses a serem testadas foram considerados os
dados do uso popular.

Em geral, a populacéo faz uso da Palicourea coriacea na forma de chas,
para essa preparagao séo utilizadas de 10 a 15 folhas por litro de agua.

Assim, foram pesadas cinco amostras com dez folhas cada, obtendo-se
um peso médio de 3,36 + 0,11 g de folhas. Considerando que o rendimento na
preparac¢ao do extrato aquoso foi em torno de 5%, isso equivale aproximadamente a
uma dose administrada de 160 mg do extrato aquoso.
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Desta forma, o protocolo experimental da atividade diurética utilizou as

seguintes padronizagoes:

* Volumes de administracdo: 0,1 mL/100g;
» Concentragao das solugbes administradas por grupo: 80, 160, 320 mg/mL.
Foram realizadas a medida do pH e as dosagens de Na*, K'e CI" nas

solugdes administradas, na solug¢ao salina e na agua que os animais tomaram.
4.2 ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO

O projeto de pesquisa foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da UFG segundo protocolo de n°® 233/2010.

Os grupos experimentais de ratos e camundongos, provenientes do
Biotério Central da UFG, foram compostos ao acaso, com animais de diferentes
ninhadas, com o cuidado de que a variacao de peso entre eles ndo excedesse a

20% do peso médio.

Para o experimento de toxicidade aguda foram utilizados ratos (Rattus
norvergicus, raga Wistar), pesando 180 - 259 g e camundongos, pesando 26 — 42g,

machos e fémeas, os quais foram divididos em grupos de 3 animais por gaiola.

Para o experimento de atividade diurética foram utilizados ratos (Rattus
norvergicus, raca Wistar), pesando 154 -227 g, fémeas, os quais foram colocados

individualmente em gaiolas semi — metabdlicas.

4.3 DESCRICAO DO ALOJAMENTO E MANEJO

Os animais foram alojados na sala de manutencao de animais do NEPET
(Nucleo de Estudos e Pesquisas Toxico-farmacoldgicas da UFG / Faculdade de
Farmacia), alimentados com racdo Purina Labina® agua filtrada, temperatura
ambiente controlada 25 + 2°C, com monitoramento do ciclo claro-escuro de 12h

cada. O periodo de aclimatacéo foi de 5 dias.
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4.4 ESTUDO DA TOXICIDADE AGUDA E DA ATIVIDADE DIURETICA

4.4.1 Toxicidade aguda dose unica — teste de classe (OECD Guidelines 423,
2001; BRITO. 1994; BRASIL, 1996; BRASIL, 2004)

O teste de toxicidade aguda foi realizado segundo protocolo experimental
Guideline 423 (OECD, 423) e desenvolvido seguindo normas de cuidados com
animais de laboratorio, bem estar e biossegurangca na experimentagao animal
proposta pelo COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal, 2009).

Experimentos independentes foram realizados para avaliacdo da
toxicidade aguda oral dose uUnica (método de gavagem) em ratos e camundongos
machos e fémeas, agrupados em 3 (trés) animais por gaiolas de polipropileno.

Nesse teste, a administracdo do EAPC foi realizada apéds solubilizagao do
extrato em solucao fisioldégica 0,9% e em todos os testes foi incluido um grupo
controle, tratado apenas com o veiculo. O volume administrado aos animais nao
excedeu a 1 mL/100g de peso corporal.

Iniciou - se com a dose de 2000 mg/kg por que na revisdo bibliografica
nao foram encontrados relatos de intoxicagéo ou reac¢des adversas pela populagéo
que fez uso da P. coriacea como planta medicinal.

Antes da administracao os ratos foram privados de alimento por 12 horas
e 0s camundongos por 2 horas, os animais também foram pesados. O alimento foi
restituido 3 horas ap6s a administragédo da droga para os ratos e 2 horas ap6s para
os camundongos. Excetuando-se este periodo de jejum, os animais tiveram acesso
livre a racao e a agua.

Apdés a administracdo do extrato, os animais foram observados em
intervalos regulares e todos os sinais de toxicidade, a época do seu aparecimento, a
intensidade, a duracdo e a progressao dos mesmos foram registradas. O peso dos
animais e o consumo de agua e racao também foram registrados no inicio do
tratamento, no sétimo dia e no final do experimento.

Observagbes comportamentais sistematicas (screening hipocratico)
conforme Quadro 3 — Apéndice A, foram realizadas a intervalos variados no dia de
administragdo da droga (10 min, 30 min, 1h, 2h, 4h, 6h, 12h e 24h) e, a partir de

entdo, diariamente, até o décimo quarto dia.
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As intensidades dos eventos foram tabuladas de zero a 3,
correspondendo, respectivamente a: 0 - ausente, 1 - discreto, 2 - moderado, 3 -
acentuado. As alteragdes encontradas na observagdo comportamental e exame
clinico sistematico dos animais foram registrados em protocolo. Esta lista e a
pesquisa de sinais foram baseadas no modelo proposto por Malone, 1977.

Procurou-se observar, também, a dose maxima em que n&o foram
expressas reag¢oes adversas nos animais de experimentacéao.

Os resultados foram comparados na tentativa de evidenciar qualquer
diferenca entre géneros quanto a toxicidade aguda. O periodo total de observagao
ap6s administracao da dose unica foi de 14 dias.

Ao final do experimento de toxicidade aguda, todos os animais foram
anestesiados com solugao de xilazina-cetamina 0,2 mL/100g [8,75 mL de cetamina
(100 mg/mL) e 1,25 mL de xilazina (100 mg/mL)], conforme protocolo da Cornell
University/Cornell Center for Animal Resources and Education (FLECKNELL, 1996;
KOHN, et al.,, 1997), e sacrificados por deslocamento cervical. Em seguida, foi
realizada a necropsia com avaliagdo geral dos 6rgaos e retirada do figado e rins
para analise macroscopica.

Em seguida, foi realizada a necropsia (com pesagem do figado, rins,
coracéo e baco), avaliacéo a vista desarmada e retirada de fragmentos de 6rgéos
para o estudo histopatologico (figado, pulméo, coracgéo, rim, baco, intestino grosso,
intestino delgado, estbmago, pancreas).

Para o exame histopatologico, as amostras coletadas foram fixadas, por
no minimo 24 horas, em solugdo de formol tamponado a 10% (100 mL de
formaldeido 37%: 900 mL de agua destilada; 4,0 g de fosfato de sédio monobasico;
6,5 g de fosfato de sddio dibasico anidro), na propor¢céo de 20 vezes o volume do
fixador em relacdo ao volume das pecas.

Apds a fixacdo, os fragmentos foram lavados em agua corrente por cinco
minutos, iniciando-se assim o processo de desidratacdo em alcool etilico, em série
crescente desde 70% até alcool absoluto. Posteriormente procedeu - se a
clarificacdo com xilol e inclusdo em parafina histologica.

Os blocos selecionados foram seccionados com uma espessura de trés a
cinco micrémetros, em micrétomo rotativo (American Optical®, modelo Spencer 820
— EUA), utilizando - se de navalhas descartaveis (Leica Instruments®, modelo 818 —
EUA).
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Os cortes foram corados pela técnica de hematoxilina e eosina (LUNA,
1968) e a leitura realizada em fotomicroscopio éptico de campo claro (JUNQUEIRA,;
JUNQUEIRA, 1983).

O processamento histopatolégico foi realizado no Laboratério de Patologia
do IPTSP da UFG.

4.4.1.1 Analises Estatisticas da toxicidade aguda

Os resultados da avaliagédo histopatologica do estudo da toxicidade aguda
foram expressos através de mediana, organizados e resumidos na forma de tabelas,
sendo atribuidos valores numéricos para a intensidade das alteragdes patoldgicas (0
— ausente, 1 — discreto, 2 — moderado e 3 - acentuado). As diferencas significativas
entre os grupos estudados, na categorizacédo das variaveis, foram avaliadas pelo
teste ndo paramétrico de Mann — Whitney, aplicado, por meio de software
“Sigmastat 2.03”.

4.4.2 Teste para avaliagdo da agao diurética

O protocolo foi desenvolvido de acordo com LAPA et al., (2001); AGUNU
et al., (2005); LAHLOU et al., (2006) com modificacbes, com duracao de oito dias e
doses unicas diarias em ratas.

Os animais foram acondicionados em gaiolas semi — metabdlicas de aco
inoxidavel e fundo de grade, nas quais foi possivel monitorar o consumo de agua,
variagao de peso e producao de urina.

O EAPC foi administrado aos animais por gavagem (1 mL/kg). Cinco
grupos (n = 6) foram formados, trés grupos foram tratados com doses diferentes de
EAPC (80 mg/kg, 160 mg/kg e 320 mg/kg), um grupo foi tratado com Furosemida (20
mg/kg) controle positivo e controle negativo recebeu apenas o veiculo de
administracao (solucao fisiologica 0,9%). Antes do inicio da administracdo dos
extratos (fase pré - tratamento) o consumo de agua e a produgao de urina foram
monitorados para a verificacdo da homogeneidade destes parametros entre os

grupos.
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Uma vez que os roedores tém atividade noturna, a coleta de urina e a
avaliacdo do consumo de agua foram realizadas pela manha. A contaminagéo da
urina pelas fezes eliminadas foi minimizada principalmente em vista das dosagens
iObnicas. Nesse sentido, manteve — se gazes dentro do funil coletor de urina e as
mesmas eram trocadas todos os dias.

Analises fisico-quimicas foram realizadas todos os dias nas amostras de
urina. Os parametros analisados foram: pH, densidade, nitritos, proteinas, glicose,
cetonas, urobilinogénio, bilirrubina e hemoglobina, através de fita reagente UROFITA
10DL, (Prodimol).

Diariamente foram feitas dosagens bioquimicas: uréia, creatinina e

eletrolitos (Na*, K™ e CI') nas amostras de urina.

No final do experimento também foi realizada coleta sanguinea por
puncdo cardiaca nos animais, utilizando — se tubos de coleta sem anticoagulante
para dosagens bioquimicas: uréia, creatinina e eletrolitos (Na*, K" e CI'), efetuando —

se uma correlagdo com a eliminagao urinaria dos mesmos.

As dosagens bioquimicas (sangue e wurina) foram realizadas no
Laboratério do Hospital da Escola de Medicina Veterinaria da UFG, segundo as

metodologias analiticas descritas abaixo:

e Sodio e Potassio (Fotometria de chama em equipamento Celm);

e Cloro (metodologia colorimétrica Labtest e leitura em equipamento
Celm, com sensibilidade do kit cloro: 0,215 mEq/L);

e Uréia (cinético UV marca Laborclin em equipamento automatizado
Autolab);

e Creatinina (cinético ponto final em equipamento automatizado Autolab);

Para obter a agéo e a atividade diurética do extrato em cada dose, foram
utilizadas as seguintes férmulas (TESHOME et al, 2004):

Acao diurética = Volume de urina do grupo tratado

Volume de urina do grupo controle negativo
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Atividade diurética = Volume de urina do grupo tratado

Volume de urina do grupo controle positivo

Ao final dos experimentos os animais foram anestesiados, conforme
protocolo ja descrito (FLECKNELL, 1996; KOHN, et al., 1997), para a coleta de
sangue intracardiaca e sacrificados por deslocamento cervical. Em seguida, foi
realizada a necropsia com avaliagdo geral dos 6rgéos e retirada do figado e rins

para analise macroscopica.

4.4.2.1 Analises Estatisticas da acéo diurética (CENTENO, 1990)

Os resultados para o estudo da atividade diurética foram expressos
através de Média + DP, organizados e resumidos na forma de graficos e tabelas.
Para verificar diferencas significativas entre os grupos estudados, foram aplicados,
por meio de software “Microcal ORIGIN 6.0” os testes de analise de variancia
(ANOVA). Quando detectada diferenca significativa entre os grupos, comparado ao
controle negativo, foi aplicado o Teste - t Student - ndo pareado.

Para todos o0s grupos considerou-se resultado estatisticamente

significativo quando p<0,05.

4.5 TRIAGEM FITOQUIMICA

A triagem fitoquimica seguiu o protocolo proposto por Matos (1997), sendo
que o EABLPC foi solubilizado em agua destilada para facilitar o processo de analise

e acondicionado em frasco de vidro.

4.5.1 Prospeccao de constituintes da planta

a) Esterdides /triterpendides
Os testes para Esteroides/triterpendides foram realizados pela reagéo de
Lieberman - Burchard (anidrido acético + acido sulfurico concentrado), tomando 2 ml

do extrato e misturando-o a 2 ml de cloroférmio, em seguida a solugéo cloroférmica
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foi filtrada gota a gota em um funil com algod&o coberto com alguns decigramas de
Na;SO,4 anidro. Em tubo de ensaio, adicionou-se 1 ml de anidrido acético, agitando
suavemente, e acrescentou-se cuidadosamente trés gotas de H,SO4 concentrado,
agitando suavemente e observando, se haveria desenvolvimento de cores.
Coloragao azul evanescente seguida de verde indicou a presenca de

esterdides/triterpendides respectivamente.

b) Flavondides

Realizou-se o teste de cianidina ou Shinoda (HCI concentrado e
magnésio). Onde adicionou a 2 ml do extrato, aproximadamente 0,5 cm de
magnésio em fita com 2 ml de acido cloridrico concentrado. O fim da reag&o deu-se
pelo término de efervescéncia.

Aparecimento de coloracdo que variou de parda a vermelha indicou a

presenca de flavonoéides no extrato.

c) Taninos

Em um tubo de ensaio contendo 2 ml do extrato adicionou-se trés gotas
de solucao alcodlica de FeCls, agitando fortemente, observou-se qualquer variagao
de cor.

Precipitado de tonalidade azul indica a presenga de taninos hidrolisaveis,

e verde, a presenca de taninos condensados.

d) Saponinas
Em 2 ml do extrato adicionou-se 2 ml de cloroférmio e 5 ml de agua
destilada logo apos filtrou-se para um tubo de ensaio. Em seguida a solugéo foi
agitada permanentemente por 3 minutos e observado a formagao de espuma.
Espuma persistente e abundante (colarinho) indicou a presenca de

saponina.

e) Alcaldides

Utilizou-se 2 ml do extrato aquoso em tubo de ensaio, alcalinizado com
quinze gotas de hidréxido de sédio a 1% e acrescido de 2 ml de agua, e adicionou-
se 2 ml de cloroférmio. A fracdo aquosa foi desprezada e a fragdo cloroférmica

acrescida de quinze gotas de acido cloridrico a 1%, em seguida extraida com 2ml de
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agua. Essa fragao cloroférmica foi desprezada e os testes foram realizados com a
fragdo aquosa acida, onde se acrescentou trés gotas do reagente de Drangendorff
para a verificagdo da presenca de alcaldides.

A formacéo de precipitados insoluveis e floculosos confirmou a presenca

de alcalbides.

4.5.2 Cromatografia de camada delgada CCD

Foram utilizadas placas de silica gel F254, de espessura de 0,25 mm. A
aplicagédo da amostra na placa foi feita com o auxilio de um tubo capilar. Tocou-se a
extremidade na superficie de fase estacionaria e o liquido foi transferido por
capilaridade para a superficie da placa, penetrando-a.

Para o desenvolvimento da fase moével foram usados como solventes
hexano / acetato (8:2); cloroférmio / metanol (9:1); cloroférmio / metanol / agua
(6,5:3,0:0,5). Os cromatogramas foram obtidos por uma técnica de ascensdo, na
qual a placa foi imersa até uma profundidade de 0,5 cm no solvente de
desenvolvimento em um frasco de vidro que funcionou como uma cuba
cromatografica. Em seguida foram retiradas e levadas a secar para entdo serem
aplicados os reveladores adequados com o auxilio de frasco borrifador.

Os reveladores utilizados foram especificos para cada classe de
metabdlito pesquisada. Para flavondides e compostos de natureza terpenoidica, foi
utilizado solucéo de Sulfato Cérico. Para taninos, borrifou-se a placa com solucéo de
Cloreto Férrico. Para a identificacdo de alcaloides utilizou-se o reagente de
Drangendorffi como revelador e para esteroides/triterpendides, usou-se o reagente
de Lieberman-Burchard. As substancias coloridas foram obtidas diretamente quando
possivel pelo contraste com a fase estacionaria. Quando as mancha envolvidas no
processo cromatografico ndo foram possiveis de visualizar, usou-se a técnica de

aquecer as placas, a 100 °C por 10 min, até o surgimento de manchas coloridas.
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5 RESULTADOS
5.1 RENDIMENTO DO EXTRATO AQUOSO BRUTO LIOFILIZADO

Foram obtidos 18,55g do Extrato Aquoso Bruto Liofilizado das folhas de
Palicourea coriacea (EAPC), com um rendimento de aproximadamente 5,24%.
Os resultados da medida do pH, bem como das dosagens de Na®, K'e CI,
estdo descritos abaixo:
* Solugao (EAPC - 80 mg/kg)
pH =5,0; Na* =198 mEq/L; K" = 110 mEq/L, CI" = 130 mEq/L;
* Solugédo (EAPC - 160 mg/kg)
pH =5,0; Na* = 164 mEq/L; K" = 90 mEg/L, CI" = 149 mEq/L;
* Solugao (EAPC - 320 mg/kg)
pH =5,0; Na* = 182 mEq/L; K" = 170 mEg/L, ClI"= 163 mEq/L.
* Solugdo Salina
pH =7,0; Na® = 146 mEq/L; K* = abaixo da sensibilidade, CI" = 143 mEq/L.
» Agua para hidratagio dos animais
pH =6,7; Na® = 91 mEqg/L; K" = abaixo da sensibilidade, CI" = 155 mEq/L.

5.2 ESTUDO DA TOXICIDADE AGUDA

Para este experimento foi administrada um dose uUnica do extrato aquoso
bruto liofilizado da Palicourea coriacea na concentracao de 2000 mg/kg para grupos

de trés animais de ambos os sexos, ratos e camundongos.
5.2.1 Toxicidade Aguda dos Camundongos

Observou — se que nenhum animal morreu durante o experimento.

Na avaliagdo do Screening hipocratico Nao verificou — se nenhuma
alteracao nos animais durante todo o periodo de experimentacéo.

Apenas os camundongos machos apresentaram um aumento de peso de
4 + 2,65 g, sendo diferente estatisticamente em relagdo ao grupo controle (Tabela 1),
que teve perda ponderal de - 8 + 4,36 g. As fémeas tratadas e do grupo controle
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apresentaram perda ponderal de - 0,33 £ 2,52 g e - 3,34 £ 2,08 g respectivamente,

mas sem diferencga estatistica.

Tabela 1: Evolugao ponderal dos camundongos durante experimento de toxicidade
aguda do EAPC, expressos em média £ DPM para n = 3/grupo.

Parametros Controle macho Tratado macho Controle fémea Tratado fémea

Peso inicial (g) 37,7+3,8 35,7+5)9 27,721 26,3+0,6
Peso final (g) 29,7+1,2 39,7 3,2 243+1,2 26,027
Evolucao -8,0+4,4 40+£2,7"* -3,3%+2,1 -0,3+£25

ponderal (g)

* p < 0,05 em relagéo ao grupo controle, (ANOVA, Teste - t Student).

Os dados do consumo de agua, do consumo de ragao e da produgao de
excretas apresentados na Tabela 2 ndo demonstraram alteragbes no
comportamento dos animais.

Nenhum dos grupos tratados apresentou diferenca estatisticamente

significativa em relagéo aos grupos controle.

Tabela 2: Consumo de agua, ragdo e producdo de excretas de camundongos,
tratados com EAPC, expressos em média £+ DPM para n = 3/grupo

Parametros Controle macho Tratado macho Controle fémea Tratado fémea

Agua (mL)  22,5+354 25 +7,07 22 +0 20 +0
Racdo (g)  16,5+2,12 18 + 1,41 15,5 + 3,54 14,5 + 0,71
Excretas (g) 3,5+ 0,71 4+1,41 6+ 1,41 5+ 4,24

. * p < 0,05 em relagéo ao grupo controle, (ANOVA, Teste - t Student).
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Os pesos dos o6rgdos em relagdo a 100 g de massa corporal dos
camundongos estdo expressos na Tabela 3. Foram avaliados os pesos do figado,
rim, coragdo e baco dos animais, sendo que ndo houve diferengas estatisticamente

significativas.

Tabela 3: Peso relativo dos 6rgéaos/100g de peso corporal dos camundongos no
experimento de toxicidade aguda, tratados com EAPC, expressos em média + DPM
para n = 3/grupo.

A ~ Controle Tratado Controle Tratado
ORGAOS Macho Macho Fémea Fémea
FIGADO 6,47 + 0,52 5,34 + 0,69 6,59+0,5 5,31+ 0,46
RIM 1,62 +0,15 1,58 + 0,17 1,8 £0,22 1,6 +0,13
CORACAO 0,67 £+ 0,16 0,56 + 0,03 0,57 +0,17 0,58 + 0,1
BACO 0,5+0,11 0,42 +0,02 0,34 £ 0,1 0,58+0,12

* p < 0,05 em relagao ao grupo controle, (ANOVA, Teste - t Student).

A analise histopatologica dos 6rgdos dos camundongos (coragao, figado,
rins, intestino grosso, intestino delgado, estébmago, pancreas e bago) mostrou
algumas alteragdes que estado indicadas na Tabela 4, mas sem relevancia estatistica

em relagdo aos grupos controle.
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5.2.2 Toxicidade Aguda nos Ratos

Observou — se que nenhum animal morreu durante o experimento.

Na avaliacdo do screening hipocratico N&o verificou — se nenhuma
alteragao nos animais durante todo o periodo de experimentacéo.

Foi constatado um aumento de peso nos ratos, mas com variagao
estatistica significativa apenas entre as fémeas, pois o grupo tratado apresentou

ganho ponderal de 16+4,58 g e o controle de 3,67+5,03 g.

Tabela 5: Evolugdo ponderal dos ratos durante experimento de toxicidade aguda do
EAPC, expressos em média £ DPM para n = 3/grupo.

Parametros Controle macho Tratado macho Controle fémea Tratado fémea

Peso inicial (g) 248,33+11,02 219,3346,81 193,67+16,5 185+8,66
Peso final (g) 274,67+13,32 250,66+9,81 197,33+11,93 201+4,58
Evolucao 26,33+3,06 31,33+3,5 3,67+5,03 16+4,58 *

ponderal (g)

* p < 0,05 em relagéo ao grupo controle, (ANOVA, Teste - t Student).

As diferengcas encontradas, entre os grupos de ratos, em relagdo ao
consumo de agua e ragao e producao de excretas, expressas na Tabela 6, ndo

foram estatisticamente significativas.

Tabela 6: Consumo de agua, racao e producao de excretas de ratos, tratados com
EAPC, expressos em média £ DPM para n = 3/grupo.

Parametros Controle macho Tratado macho Controle fémea Tratado fémea

Agua (mL) 105+7,07 130428,28 10121,41 85+21,21
Racao (g) 60,5+2,12 50+1,41 45+1,41 40,520,71
Excretas (g)  44,5+12,02 42 5+4,95 23+2,83 27+1,41

* p < 0,05 em relagao ao grupo controle, (ANOVA, Teste - t Student).
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Em relacdo ao peso dos 6rgaos/100g dos ratos, pode — se detectar
diferencas estatisticamente significativas apenas entre os pesos dos corag¢des das
ratas utilizadas no experimento.

As ratas tratadas com EAPC (2000 mg/kg, p.o.) apresentaram coracgao
com pesos relativos aumentados em relagdo ao grupo controle negativo (solugéo
salina 1mL/kg), com valor de 0,48+0,26 g do grupo tratado com EAPC e de

0,41+0,01 g do coracgéo do grupo controle negativo (Tabela 7).

Tabela 7: Peso relativo dos 6rgdos/100g de peso corporal dos ratos no experimento
de toxicidade aguda, tratados com EAPC, expressos em média + DPM para n =
3/grupo

K ~ Controle Tratado Controle Tratado

ORGAOS Macho Macho Fémea Fémea
FIGADO 4.,62+0,51 4,84+0,40 4,72+0,85 3,72+0,12
RIM ) 0,91+0,00 0,94+0,03 0,96+0,00 0,72+0,33
CORACAO 0,35+0,03 0,36+0,04 0,41+0,01 0,48+0,26 *
BACO 0,24+0,02 0,26+0,04 0,29+0,06 0,27+0,05

. *p <0,05 em relagdo ao grupo controle, (ANOVA, Teste - t Student).

A andlise histopatolégica dos 6rgdos dos camundongos (coragéo, figado,
rins, intestino grosso, intestino delgado, estdbmago, pancreas e baco) mostrou
algumas alteragbes que estado indicadas na Tabela 8, mas sem diferenca estatistica

em relagao aos grupos controle.
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5.3 ESTUDO DA ATIVIDADE DIURETICA

5.3.1 Aclimatacgao

Durante a aclimatagéo, os animais foram observados por cinco dias com o
objetivo de estabelecer para os grupos experimentais, um padrao fisiolégico de
ingestao hidrica e de producgéo de urina. Conforme mostra o quadro 4 — Apéndice B,
verificou-se que as médias de ingestao hidrica e produgéo de urina, para os trinta
animais que participaram do experimento, foram de 27,8 £ 3,98 mL e 7,1 + 2,8 mL

respectivamente.
5.3.2 Parametros Individuais de Fezes e Consumo de Ragao

Durante o experimento foram medidos a producao de fezes e consumo de
racdo dos animais, estando esses dados descritos nas Tabelas 9 e 10

respectivamente.

Tabela 9: Médias da produgéo de fezes (g).

Grupos
Dias 80mg/kg 160mg/kg 320mg/kg Controle negativo  Furosemida
1°-2° 3,8+0,6 3,910,7 3,4+0,5 4,011,4 4,3+0,6
3°-5° 6,3+0,7 7,50,6 6,9+0,8 7,3+0,8 6,1+0,9
6°-8° 6,8+0,6 7,2+0,4 6,4+1,2 7,3%£1,1 6,1+0,8

* ANOVA — p < 0,05

Tabela 10: Médias do consumo de ragéo (g).

Grupos
Dias 80mg/kg 160mg/kg 320mg/kg Controle negativo Furosemida

1°-3° 24+2,26 22,8+1,83 25,6+2,01 27+2,66 27,1+1,86
4°-6°  25,5%2,99 26,2+2,42 25,2+1,81 25,7+1,59 24,7+1,82

7°-9° 24,1+2,06 23,7+1,69 26,2+1,87 27,4+2,36 27,4+1,83
* ANOVA - p < 0,05
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dos animais, conforme apresentados na Tabela 11.

Em todos os dias de realizagdo do experimento, foram aferidos os pesos

Tabela 11: Médias diarias dos pesos dos ratos no experimento de atividade

diurética.
Grupos
Controle
Dias 80mg/kg 160mg/kg 320mg/kg negativo Furosemida
10 176,2+13,86 182,316,92 180,7+11,69 202+11,1 211,318,24
20 178,8£13,8 185,2+6,97 180,2+11,34 204,3+11,78 210,318,85
30 179,314,007 186+6,81 181,5+11,84 204,5+11,71 210,8+8,66
40 179,5£13,85 186,3t6,47 182,8411,58 204,8+12,56 213,217,6
5o 180,5+14,18 186,8+5,85 183,5+11,11 204,7+14,47 213,518,04
6° 181,8£14,06 188,316,98 183,7£11,64 205,3+14,6 21447,95
7° 183,0£15,01 188,8+7,36 185,0£12,85 206,0+14,9 215,817,47
8° 184,8£16,09 191,8+8,5  187+13,81 208,2+14,95 218,5+8,09
9° 186,7£16,27 1941998 188,8+15,25 209,7+15,25 221,249,28

* ANOVA - p < 0,05

Foi constatado que n&o houve diferenga significativa entre os grupos, que
receberam o EAPC (80, 160, 320 mg/kg), a furosemida (20 mg/kg) e solugdo salina
0,9% (controle negativo) em relagdo a produgédo de fezes, ao consumo de ragao e

aos pesos das ratas.

5.3.3 Efeito do tratamento com o EAPC sobre o volume de excre¢ao urinaria e

o consumo de agua

A tabela 12 apresenta os registros das médias diarias do volume de
excrecao urinaria, atividade diurética e acédo diurética, com a administragcdo do
EAPC, durante oito dias. O grupo controle negativo apresentou valor final de
producdo de 4,1+ 0,96 mL de urina e o grupo controle positivo, tratado com
furosemida, apresentou uma média de 15,4 + 4,74 mL. J& nos grupos de animais
tratados com 80, 160, 320 mg/kg de EAPC, a média final do volume urinario foi de
6,0+1,12mL, 8,8 £+4,21 mL e 10,3 + 3,81 mL, respectivamente.
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No Figura 3 observa—se que os animais tratados com EAPC apresentaram
uma média final de volume urinario superior a do grupo controle, de forma
significativa, mas inferior ao resultado médio do grupo tratado com furosemida

durante o periodo de afericao do volume urinario.

:'E\ —i— 80 mg/kg

‘0’28_ —@— 160 mg/kg

= 6] —&— 320 mg/kg

S ] —V— CONTROLE

S 5] —O—  FUROSEMIDA

g 20 +

2 10 ; ; b -

> o ~ L g

O o] / ’

S 10.] /é\é

® 8 [ _——4A

0 IV & SV

g 4] v v —

D 27

= 2 4 6 g 10
DIAS

Figura 3 — Médias diarias de eliminacao urinaria, apés administracao oral do extrato
aquoso bruto liofilizado das folhas de P. coriacea (80, 160, 320 mg/kg) comparados
a furosemida (20 mg/kg) e controle negativo. Valores expressos em média + Desvio
Padrdo da Média para n = 6/grupo. * p < 0,01 em relagéo ao grupo controle, * * p <
0,001 em relacao ao grupo controle (ANOVA, Teste - t Student).

Na Figura 4, apresenta-se o somatoério de todo o volume urinario
produzido pelos grupos tratados com o EAPC (80, 160, 320 mg/kg), com furosemida
e 0 grupo controle. Verificou-se que a medida que houve aumento a dose do extrato
a producado urinaria aumentou, com valores superando os 300 mL para os grupos
tratados com EAPC 80, 160 e 320 mg/kg. Ja o grupo tratado com Furosemida (20

mg/kg) apresentou produg¢ao urinaria acima de 800 mL.
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Figura 4 — Somatério de todo o volume urinario, produzido por cada grupo tratado,
ap6s administragéo oral do extrato aquoso bruto liofilizado das folhas de P. coriacea
(80, 160, 320 mg/kg) comparados a furosemida (20 mg/kg) e controle negativo.
Valores expressos em média + Desvio Padrédo da Média para n = 6/grupo. * * p <
0,01 em relacédo ao grupo controle, * p < 0,001 em relacdo ao grupo controle
(ANOVA, Teste -t Student).

Em relacdo ao consumo hidrico, a tabela 13 expressa os dados das
médias diarias desse consumo, observando—se um valor final significativo desse
parametro, nos grupos tratados com o EAPC e, da mesma forma, o tratado com

furosemida, em relagcdo ao controle.
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A Figura 5 esboga as médias dos nove dias em que o volume hidrico foi
aferido. Isso deixa bem claro o maior consumo dos grupos tratados com o extrato
em relagdo ao controle. Quando o consumo de agua € comparado com o do grupo
tratado com furosemida, fica evidente que a furosemida faz aumentar a ingestéo

hidrica, ocorrendo diferengcas compativeis aquelas observadas na producao de

urina.
—l— 80 mg/kg
—@— 160 mg/kg
- —4A— 320 mg/kg
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Figura 5 — Médias diarias de consumo hidrico, ap6s administracao oral do extrato
aquoso bruto liofilizado das folhas de P. coriacea (80, 160, 320 mg/kg) comparados
a furosemida (20 mg/kg) e controle negativo. Valores expressos em média + Desvio
Padrdo da Média para n = 6/grupo. * p < 0,01 em relagdo ao grupo controle, * * p <
0,001 em relagao ao grupo controle (ANOVA, Teste - t Student).

59



Na Figura 6, apresenta-se o somatério de todo o volume hidrico
consumido pelos grupos tratados com o EAPC (80, 160, 320 mg/kg), com
furosemida e o grupo controle. Com isso verificou-se que nos grupos tratados com
P. coriacea, a medida que houve aumento a dose do extrato, resultou em maior
ingestdo de agua, com valores superando os 1600 mL para os grupos: EAPC 80,

160 e 320 mg/kg, e acima de 2200 mL para o grupo que recebeu Furosemida (20
mg/kg).
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Figura 6 — Somatério de todo o volume hidrico, consumido por cada grupo tratado,
apo6s administracao oral do extrato aquoso bruto liofilizado das folhas de P. coriacea
(80, 160, 320 mg/kg) comparados a furosemida (20 mg/kg) e controle negativo.
Valores expressos em média + Desvio Padrédo da Média para n = 6/grupo. * * p <
0,01 em relacdo ao grupo controle, * p < 0,001 em relacdo ao grupo controle
(ANOVA, Teste -t Student).
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5.3.4 Efeitos sobre o balango eletrolitico urinario.

Os valores das médias e desvios padrdes para os parametros bioquimicos
urinarios (Na®, K, CI', uréia e creatinina) dos oito dias de tratamento estdo
apresentados na Tabela 14 — Apéndice C.

Conforme apresentado no Figura 7, verifica-se que em paralelo ao efeito
sobre o volume acumulado de urina, houve uma significativa excregéo urinaria de
sodio, estimulada tanto pela furosemida, quanto pelo extrato, nas doses de 160
mg/kg (10,9 + 5,4 mEq) e 320 mg/kg (13,9 £ 6,6 mEq) em relacdo ao grupo
administrado com salina, sendo que a dose 80 mg/kg (5,1 £ 2,9 mEq) nao

apresentou diferenca significativa em relacao ao grupo controle.
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Figura 7 — Quantidade de sodio urinario (mEq) excretada diariamente apos
administragao oral aos grupos em estudo. Valores expressos em média + DP (n=6).
* Estatisticamente significativo em relacdo a salina (p < 0,05), (ANOVA, Teste - t
Student).
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Na Figura 8, apresenta-se o somatério de todo o sddio excretado pelos
grupos tratados com o EAPC (80, 160, 320 mg/kg), com furosemida e o grupo
controle. Assim verificou-se que nos grupos tratados com P. coriacea, a medida que
houve aumento a dose do extrato, resultou em maior excrecdo de sodio, sendo o
grupo que excretou a maior quantidade, o tratado com a maior dose do EAPC (320

mg/kg) 971,2 mEq, acima até do grupo que recebeu Furosemida (20 mg/kg).
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Figura 8 — Somatoério de todo sédio excretado por cada grupo tratado, apos
administragao oral do extrato aquoso bruto liofilizado das folhas de P. coriacea (80,
160, 320 mg/kg) comparados a furosemida (20 mg/kg) e controle negativo. Valores
expressos em media + Desvio Padrédo da Média para n = 6/grupo. * * p < 0,01 em
relacdo ao grupo controle, * p < 0,001 em relagdo ao grupo controle (ANOVA, Teste
-t Student).
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Os grupos tratados com as doses de 160 e 320 mg/kg do EAPC e o grupo
tratado com furosemida apresentaram médias de excregéo de potassio (23,8 £ 10,4,
36,3 £ 11,8 e 37,6 £ 13,5 mEq respectivamente) significantes em relagdo ao grupo

controle negativo (Figura 9).

—&— 80 mg/kg
—&— 160 mg/kg
—A— 320 mg/kg % .
—v— CONTROLE
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Figura 9 — Quantidade de potassio urindrio (mEq) excretada diariamente apos
administracao oral do extrato aquoso bruto liofilizado das folhas de P. coriacea (80,
160, 320 mg/kg) comparados a furosemida (20 mg/kg) e controle negativo. Valores
expressos em média + Desvio Padrdao da Média para n = 6/grupo. * p < 0,05 em
relacéo ao grupo controle (ANOVA, Teste - t Student).

A Figura 10 apresenta o somatério de todo o potassio excretado pelos
grupos tratados com o EAPC (80, 160, 320 mg/kg), com furosemida e o grupo
controle. A medida que a dose do EAPC foi aumentada aumentou — se a excrecao
deste eletrélito, mas o grupo que excretou a maior quantidade durante todo o

experimento o grupo tratado com Furosemida (20 mg/kg).
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Figura 10 — Somatorio de todo potassio excretado por cada grupo tratado, apos
administragao oral do extrato aquoso bruto liofilizado das folhas de P. coriacea (80,
160, 320 mg/kg) comparados a furosemida (20 mg/kg) e controle negativo. Valores
expressos em media + Desvio Padrédo da Média para n = 6/grupo. * * p < 0,01 em
relacao ao grupo controle, * p < 0,001 em relagéo ao grupo controle (ANOVA, Teste
-t Student).

O grupo que recebeu a dose 320 mg/kg do EAPC (20,0 + 15,0 mEq)
obteve a maior média de excrec¢ao de cloreto (CI) entre todos os grupos avaliados e
apenas 0 grupo que recebeu a menor dose do EAPC (80 mg/kg) ndo apresentou
diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle negativo, tendo
uma média final de 7,4 + 6,8 mEqg. Os dados da excec¢éo de cloreto estdo no Figura
11.
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Figura 11 — Quantidade de cloro urinario (mEq) excretada diariamente apos
administragao oral do extrato aquoso bruto liofilizado das folhas de P. coriacea (80,
160, 320 mg/kg) comparados a furosemida (20 mg/kg) e controle negativo. Valores
expressos em média + Desvio Padrdao da Média para n = 6/grupo. * p < 0,05 em
relagdo ao grupo controle, * * p < 0,001 em relagdo ao grupo controle (ANOVA,
Teste - t Student).

Em relacdo a excrecdo urinaria de uréia (Figura 12), apenas os grupos
tratados com 320 mg/kg de EAPC (93,4 £ 44,7 mg) e furosemida (190,5 £ 6,8 mEqQ)
apresentaram diferenca significativa em comparagédo ao grupo controle negativo
(44,5 £ 16,1 mg). As outras duas doses do EAPC (80 e 160 mg/kg) néo tiveram

médias de excrecao significativas (46,0 £ 31,3 e 74,7 £ 50,2 mg respectivamente).
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Figura 12 — Quantidade de uréia urindria (mg) excretada diariamente apos
administragao oral do extrato aquoso bruto liofilizado das folhas de P. coriacea (80,
160, 320 mg/kg) comparados a furosemida (20 mg/kg) e controle negativo. Valores
expressos em média + Desvio Padrdao da Média para n = 6/grupo. * p < 0,05 em
relagdo ao grupo controle, * * p < 0,001 em relagdo ao grupo controle (ANOVA,
Teste - t Student, p < 0,05).

Por outro lado, na excrecdo urinaria de creatinina, cujos dados estéo
apresentados no Figura 13, néo foi encontrada nenhuma diferenca significativa entre
os grupos (ANOVA, p = 0,38522).
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Figura 13 — Quantidade de creatinina urinaria (mg) excretada diariamente apos
administracao oral do extrato aquoso bruto liofilizado das folhas de P. coriacea (80,
160, 320 mg/kg) comparados a furosemida (20 mg/kg) e controle negativo. Valores
expressos em Média £+ Desvio Padrdao da Média para n = 6/grupo (ANOVA, p =
0,38522).

5.3.5 Uroanalise

Os resultados encontrados na uroanalise estao expressos na Quadro 5 —
Apéndice D, sendo que, dentre os aspectos avaliados, obteve-se valores de pH
entre 6,0 e 7,0 e densidade entre 1,005 a 1,015. Ja os demais parametros

analisados n&o apresentaram alteracdes.

5.3.6 Efeitos sobre o balango eletrolitico sanguineo.

Os valores das médias e desvios padrbes para os parametros bioquimicos

sanguineos estdo apresentados na Tabela 15 — Apéndice E.

Nao foram observadas diferencas estatisticas significantes entre os
grupos, ap6s a administracdo de uma dose diaria oral da furosemida 20 mg/kg e do
EAPC 80, 160 e 320 mg/kg sobre a bioquimica do sangue (Na®, K*, CI', uréia e

creatinina), durante os 8 dias de tratamento.
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5.3.7 Efeitos sobre o peso relativo dos 6rgaos.

No final do experimento, ap6s o sacrificio dos animais, o figado e o rim
foram coletados, avaliados macroscopicamente e pesados, ndo havendo diferencas

entre as massas relativas (g/100 g de peso vivo) dos érgaos (Tabela 16).

Tabela 16 — Massas relativas dos 6rgaos (figado e rim) ap6s administragao oral do
extrato aquoso bruto liofilizado das folhas de P. coriacea (80, 160, 320 mg/kg)
comparados a furosemida (20 mg/kg) e controle negativo. Valores expressos em
média para n = 6 / grupo (ANOVA, figado p = 0,12596, rim p = 0,11814).

Orgaos (massa relativa g/100 g peso vivo)

Grupos Figado Rins
80mg/kg 5,08 £ 0,29 1,17 £ 0,10
160mg/kg 5,09+0,44 1,03+0,13
320mg/kg 4,78 £ 0,53 1,13+0,10
Controle 4,53 £ 0,33 1,04 £ 0,10

Furosemida 4,86 + 0,41 1,17 £ 0,15

5.4 TRIAGEM FITOQUIMICA

5.4.1 Prospeccao de constituintes da planta

Os resultados foram considerados positivos pela formagdo de
precipitados, surgimento de coloragcado ou espuma.

Para as saponinas os testes foram considerados positivos pela formacéao
permanente de espuma ou colarinho apos a solugcao ser agitada. Realizando testes
para alcaldides de acordo com a metodologia utilizada os resultados foram
considerados positivos pela formagédo de precipitado floculoso ou turvagcdo da
solugdo. Os testes para taninos foram considerados positivos pela formacao de uma
coloracdo azulada. Em relacdo a esterdides/triterpendides, aos flavonodides os
resultados foram negativos, pois quando em comparagdo com o extrato bruto, ndo

notou-se o surgimento de nenhuma coloragéo.
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5.4.2 Cromatografia de camada delgada CCD

De acordo com os dados obtidos nas analises por CCD, verificou-se a
presenca metabdlitos secundarios, tais como esterdides/triterpendides, taninos,

terpenos, flavonodides e alcaldides.

Figura 14: Cromatografia de camada delgada do extrato aquoso bruto liofilizado da
Palicourea coriacea. Resultados positivos: 1 - alcaldides; 2 - flavondides; 3 -

esterdides/triterpendides; 4 - taninos.
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6 DISCUSSAO

6.1 ESTUDO DA TOXICIDADE AGUDA

O uso de plantas medicinais como formas alternativas de tratamento de
diversas enfermidades é antigo, mas essa pratica é feita de forma empirica, sem
preocupacgdes em relacdo a forma de cultivo, ao cuidado com o solo, a forma de
coleta das plantas, a forma de preparo, as doses e aos riscos de toxicidade.

Apesar das técnicas de sintese quimica terem evoluido muito, as plantas
ainda constituem um grande arsenal de substancias potencialmente terapéuticas ou
de seus precursores, que tém sido utlizadas tanto na forma de plantas medicinais
quanto na forma de insumos para as industrias farmacéuticas (INTERSIMONE et al.,
2005).

Por isso o interesse sobre o estudo destas plantas com atividades
farmacologicas vem crescendo atualmente e os pesquisadores procuram responder
se estas plantas possuem efeitos benéficos ou ndo e quais 0s mecanismos
responsaveis por esses efeitos e, principalmente, se além de efeitos benéficos,
essas plantas apresentam efeitos indesejaveis e qual o grau de toxicidade.

A escolha de espécies vegetais para a pesquisa tendo como base o uso
popular serve como um atalho para a descoberta de novos farmacos, ja que a
aplicacédo destas plantas como medicamentos caseiros evidencia efeitos
terapéuticos em humanos, mesmo sabendo que estes ndo estio isentos de efeitos
colaterais ou toxicos (MIGUEL; NODARI, 2004).

Tais pesquisas vém confirmando a atividade diurética de plantas ou de
seus derivados, que ja eram do arsenal terapéutico popular ha séculos na regiéo
Centro — Oeste.

A Palicourea coriacea é utilizada ha anos como diurético, no tratamento de
calculos renais, inflamacao/infecgado de uretra, rins e bexiga e continéncia urinaria
pelas populagdes do Cerrado, mas poucos estudos sobre sua toxicidade foram feitos
(PEREIRA et al., 2006; FREITAS et al., 2011).

Varios estudos evidenciam a ocorréncia de toxicidade de algumas plantas
pertencentes ao mesmo género da Palicourea coriacea.

Tokarnia et al. (2000), relata casos de intoxicagdo de bovinos com
exemplares do género Palicourea, tais como a Palicourea grandiflora (H. B. k.)
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Standl, a Palicourea juruana Krause e a Palicourea marcgravii St. Hil, sendo esta
ultima considerada a planta de maior interesse agropecuario do Brasil, devido a sua
extensa distribuicdo geografica, boa palatabilidade, alta toxicidade (0,6 g/kg de
folhas frescas para bovinos) e efeito cumulativo.

Na avaliacdo da toxicidade aguda oral do extrato aquoso bruto liofilizado
da Palicourea coriacea, a administracdo do extrato, na dosagem de 2000 mg/kg, né&o
gerou efeitos toxicos e as observagdes comportamentais sistematicas estiveram na
escala 0 no screening hipocratico.

Freitas et al. (2011), em seu trabalho sobre a toxicidade aguda oral, em
ratos, do extrato etandlico da Palicourea coriacea também nao encontrou nenhum
sinal de toxicidade ou mesmo letalidade nos animais no periodo de observacao do
experimento.

Ja Pereira et al. (2006), avaliando a toxicidade aguda, em camundongos
machos, do extrato etandlico da Palicourea coriacea, por administracao
intraperitonial, observou que o grupo tratados com a dose mais baixa aplicada (500
mg/kg), apresentou perda de sensibilidade ao toque e atividade motora reduzida,
além de quadro diarréico brando ap6s 15 min da aplicagdo da droga que persistiu
por 12 h. O grupo que recebeu a dose intermediaria (750 mg/kg), diferentemente do
grupo anterior, ndo apresentou quadro diarréico, persistindo apenas a perda de
sensibilidade ao toque e a atividade motora reduzida nos 12 min iniciais. No grupo
que recebeu a maior dose (1000 mg/kg), observou-se em todos os animais uma
relativa perda de sensibilidade ao reflexo, com atividade motora reduzida e ptose
palpebrar em 40% dos animais durante os primeiros quinze minutos. Em 3 minutos,
todos os animais apresentaram uma defecagcdo aquosa intermitente. Este quadro
persistiu por cerca de 12 h.

Essas diferengas no screening hipocratico, entre os trés experimentos,
podem ser justificadas pela via de administragcdo escolhida, pois os efeitos mais
intensos foram observados no trabalho em que os animais receberam as doses por
via intraperitonial, ja nos trabalhos que escolheram a via oral ndo apresentaram
alteracdes, provavelmente em decorréncia de diferencas farmacocinéticas
(velocidade e extensao de absorgao, metabolismo — possibilidade de eliminagéo pré-
sistémica).

Nenhum animal dos grupos estudados, tanto ratos quanto camundongos,

chegou a 0Obito durante os 14 dias seguintes de observacao e o extrato aquoso de

71



Palicourea coriacea foi considerado com praticamente atéxico para ratos e
camundongos por via peroral.

Na avaliacdo ponderal dos animais, alguns camundongos apresentaram
uma reducao de peso, principalmente os trés animais machos do grupo controle, o
que pode ser explicado, provavelmente, pelo stress do experimento.

Na analise histopatolégica, algumas alteragbes foram encontradas, mas
sem diferenca estatistica significativa em relagéo ao grupo controle.

Perante todos estes resultados, entendemos que o EAPC pode ser
enquadrado a Classe 5 (substancia com DL50 superior a 2000 mg/kg e menor que 5000 mg/kg),
sendo considerado de baixa toxicidade, em contraposicédo dos relatos de que

algumas espécies deste género séo altamente tdxicas para bovinos.

6.2 ESTUDO DA ATIVIDADE DIURETICA

Previamente a administragcdo do EAPC, foram observados por um periodo
de 5 dias, a producado urinaria e o volume de ingestdo hidrica dos animais dos
grupos experimentais a fim de se verificar o padrao fisiolégico destes e comparar
com os estabelecidos na literatura.

Os grupos experimentais apresentaram médias dos volumes de ingestao
hidrica de 27,8 + 3,98 mL e da producéo urinaria de 7,1 + 2,8 mL (Quadro 4 —
Apéndice B) e estdo muito préximos dos referenciados na literatura (Valores de
referéncia - Consumo hidrico / 24 h: 24 a 35 mL. Producgédo urinaria / 24 h: 2 a 15
mL/24 h), revelando assim um bom padréo fisiol6égico dos animais para o inicio dos
experimentos (AGUNU et al., 2005; BENJUMEA et al., 2005; LAHLOU et al., 2006;
OECD 32/2000).

Observou-se, neste trabalho, um efeito dose-dependente no volume de
excrecgao urinaria total, bem como no consumo de agua.

Com relagao ao consumo hidrico, observou-se que, em relagdo as médias
no periodo do pré-teste, a administracdo do EAPC nas doses de 80, 160 e 320
mg/kg, promoveu um aumento da taxa de ingestdo hidrica em relagcéo a salina, em
funcdo da maior excrecao urinaria promovida pelo extrato. Pode-se verificar que a
administragdo do EAPC 80 mg/kg promoveu uma ingestéo hidrica 23,67% superior
ao grupo controle, ja as doses de 160 e 320 mg/kg e furosemida, promoveram um
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aumento de 26,94%, 32,24% e 70,2%, respectivamente, superiores ao grupo
controle.

Tanto o farmaco controle quanto o extrato em suas diferentes doses,
apresentaram maior agao diurética que o controle negativo variando numa faixa de
46% - 275% (Tabela 12), sendo mais expressiva para as administracdes da
furosemida (275%), e do EAPC nas doses de 160 mg/kg (114%) e 320 mg/kg
(151%). Diferente do que foi demonstrou por Freitas et al. (2011), em seu estudo da
atividade diurética do extrato etandlico da Palicourea coriacea, cuja dose de 80
mg/kg produziu um aumento no volume urinario 37% superior ao que foi observado
pela administragdo da furosemida.

Isso pode ter ocorrido por que a extragdo etanodlica obteve os compostos
responsaveis pela atividade diurética em maior quantidade. Mas acredita — se que
esses compostos sejam polares, pois tanto o extrato aquoso quanto o etandlico
apresentaram atividade diurética. Outra explicacao para essa diferenca na atividade
diurética € que o trabalho de Freitas et al. (2011), foi realizado na forma de
administracdo em dose uUnica e nao dose multipla, ndo havendo tempo para
adaptagao do organismo dos animais animais.

Em paralelo ao efeito diurético demonstrado pela administragdo do extrato
aquoso da P. coriacea, verificou — se um aumento significativo e dose — dependente
da excregéo eletrolitica (Na*, K* e CI), justificando assim, o aumento do volume de
urina apresentados pelos grupos tratados. Os maiores valores de eliminagcdo de
eletrélitos foram detectados na urina dos animais tratados com as maiores doses do
extrato.

Esse aumento na excrecgéao eletrolitica se deu porque o efeito primario dos
diuréticos em geral consiste em diminuir a reabsor¢ao de sodio e de cloro do filtrado,
sendo o aumento da perda de agua secundario a excrecao aumentada de sal.
Devido a reabsorcao de uma propor¢ao muito grande do sal e da agua que penetra
no tubulo e no glomérulo, a ocorréncia de uma pequena redugdo da reabsorgao
pode resultar em acentuado aumento na excregcao (BERNDT; STITZEL, 2005;
HANG, 2004).

Se forem levados em conta os somatérios totais da excre¢cdo de sodio e
potassio durante todo o experimento fica claro que, o grupo tratado com o EAPC na
dose de 320 mg/kg, apresentou uma excrecao de sédio bem superior ao grupo que

recebeu furosemida e inferior ao mesmo em relagcado a excregcao de potassio, o que
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leve a crer que o EAPC apresenta atividade diurética semelhante a furosemida, mas
sem os principais efeitos colaterais causados pela excessiva excreg¢éo de potassio.

Sabe — se que a relagdo Na*/ K" serve como um indicador para comparar
o efeito de diferentes diuréticos, e que para furosemida (diurético de alta eficiéncia)
essa relagao seria aproximadamente igual a 1, devido a alta excre¢cdo destes ions.
Para os tiazidicos essa proporgéo € inferior a 1, aumentando a concentragdo de
potassio na urina, alterando a relagdo Na*/ K*. No caso dos poupadores de potassio
esta relacdo é maior que 1, pois a quantidade deste ion na urina é diminuida
(RATNASOORIYA et al., 2004).

O EAPC apresentou valor de Na*/ K" menor que 1 (80 mg/kg — 0,35 / 160
mg/kg — 0,36 / 320 mg/kg — 0,59), o que indica um efeito diurético semelhante ao
dos tiazidicos, de forma parecida aos resultados encontrados por Thoene et al
(2007), pois seu extrato de Polylepis australis apresentou valor da relagdo Na*/ K*
inferior a 1.

Freitas et al. (2011), na avaliacdo da atividade diurética do extrato
etanodlico da P. coriacea, Ratnasooriya et al (2004) estudando a Spilanthes acmella e
Machin et al. (2010) em seu trabalho com a Costus pictus, encontraram a relagao
Na®/ K" proxima a 1, o que indica um efeito diurético semelhante ao da furosemida.

Ja lItersimone et al. (2005), obtiveram valores maiores que 1,
caracterizando o efeito diurético da Phrygilanthus acutifolius semelhante aos
poupadores de potassio.

No presente estudo, o grupo tratado com furosemida ndo apresentou a
razdo Na® / K* proximo a 1, o que pode ser explicado levando—se em consideragao
que o teste foi realizado com doses multiplas durante oito dias, tendo havido
adaptacao da fisiologia dos animais a excregao desses eletrélitos, para manter seu
equilibrio eletrolitico, o que néo ocorreu nos trabalhos citados anteriormente, que
tiveram duragao de 24 h com dose unica.

Em relagdo a excregao urinaria de uréia, apenas os grupos tratados com
320 mg/kg de EAPC e furosemida (20 mg/kg) apresentaram diferenga significativa
em comparagcdo ao grupo controle, aumento provavelmente decorrente do
incremento do volume urinario excretado. Quanto a excrec¢ao urinaria de creatinina,
nao houve diferenga entre os grupos (ANOVA, P = 0,38522). Tal resultado explica-

se por ser a creatinina uma substéncia endégena que sofre filtracado glomerular
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completa com minimas secregcdo e reabsor¢cao tubulares, o que explica a nao
influéncia dos diuréticos em sua excregcéo (LOPES; MARTINELLI, 2010).

Goncgalves (2011), obteve dados semelhantes na excrecéo de uréia, bem
como da creatinina, confirmando a inatividade dos diuréticos na excregcdo desta
ultima.

Houve um incremento na excreg¢ao urinaria dos eletrolitos e os valores de
eletrélitos no plasma foram semelhantes de todos os grupos analisados. Portanto, a
resposta diurética ndo € devido a um efeito salino ou ao aumento do consumo
hidrico, mas sim de atividade intrinseca.

Na avaliacdo da uroanalise das amostras dos animais do experimento
(quadro 5 — Apéndice D), verificou-se que o pH urinario variou entre 6,0 — 7,0 e a a
densidade, entre 1,005 a 1,015. Em relagcdo aos demais parametros, ndo foram
observados sinais de altera¢des patologicas, pois uma revisao bibliografica mostrou
que os parametros encontrados em nosso experimento estdo de acordo com
informacgdes pesquisadas (DANTAS et al.,, 2006). Em sintese, a uroanalise e as
avaliagdes macroscopicas realizadas sugerem que néo houve alteragdes indicativas
de lesbes ou alteragdes nos rins e figado.

Nas dosagens de eletrélitos no plasma néo foi observado aumento nas
concentragcdes de sodio, potassio e cloreto quando da administragdo do extrato e da
furosemida. Esse resultado € favoravel visto que os diuréticos devem promover sua
acao diurética sem alterar o equilibrio eletrolitico no sangue.

As dosagens plasmaticas de creatinina e uréia quando da administracao
da furosemida e do extrato também nao tiveram aumento em suas concentragdes,
dado importante que sugere uma adequada atividade renal dos animais e a nao
interferéncia no metabolismo de proteinas (LOPES; MARTINELLI, 2010).

Analisando estes dados obtidos, ficou clara a atividade diurética do extrato
aquoso bruto liofilizado da Palicourea coriacea, em esquema de dose multipla,
confirmando assim os resultados obtidos pelo nosso grupo de pesquisa, num estudo
sobre atividade diurética do extrato etandlico da Palicourea coriacea (dose unica),
em que a mesma apresentou resultados semelhantes, tanto no volume urinario e de
consumo de agua quanto na excrecao de eletrolitos, uréia e creatinina (FREITAS et
al, 2011).

Essa atividade diurética pode ser justificada pela presenca do acido
ursélico como constituinte majoritario do extrato de Palicourea coriacea (OLIVEIRA
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et al., 2006), ja que ha informagbes importantes, afirmando que o acido ursodlico e
seu isbmero, o acido oleandlico, possuem atividade diurética (ALVARES et al.,
2002), acéo antibacteriana (KOWALEWSKI et al., 1976), antifungica (JEONG et al.,
1999; TANG et al., 2000), anti-HIV (KASHIWADA et al., 2000), protetora do figado,

antiinflamatéria, anti — hiperlip€mica e antitunoral (LIU, 1995).

76



6.3 TRIAGEM FITOQUIMICA

A triagem fitoquimica confirmou a presenca de esterodides/triterpendides,
taninos, terpenos, flavonoides e alcaldides no extrato aquoso de P. coriacea.

Resultados semelhantes aos obtidos por Laureano (2001) que fez o
estudo fitoquimico do extrato alcodlico das folhas da Palicourea coriacea
identificando como principais constituintes quimicos: saponinas, taninos, cumarinas,
alcalbides, compostos redutores e polissacarideos, mas quando a extracao foi feita
com agua esses constituintes foram obtidos com maior evidéncia, principalmente os
alcalbides.

Outro autor, Nascimento (2005) relatou a presenca de alcalbides, taninos
e cumarinas, compostos de interesse terapéutico, na avaliacdo do extrato etandlico

das folhas de P. coriacea.
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7 CONCLUSOES

Os resultados demonstraram que o extrato pertence a Classe 5
(substancia com DL50 superior a 2000 mg/kg e menor que 5000 mg/kg), sendo
considerada de baixa toxicidade.

O efeito diurético (aumento de volume urinario, aumento do consumo
hidrico e aumento da excrecdo de eletrélitos e uréia) do extrato aquoso bruto
liofilizado das folhas de Palicourea coriacea foi dose-dependente.

O EAPC néo alterou as concentragdes sanguineas de sodio, potassio,

cloreto, uréia e creatinina, demonstrando n&o provocar desequilibrio hidroeletrolitico.
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8 CONSIDERAGCOES FINAIS

Considerando que a Palicourea coriacea é bastante utilizada pela
populacado por via oral, na forma de extrato aquoso, no tratamento de varias
patologias esse estudo preliminar da certa seguranga ao uso popular devendo ser
complementado com novos estudos de toxicidade subaguda, crénica e de toxicidade
aguda em outra espécie ndao roedora como estabelecido pela ANVISA Portaria
116/96, tanto do extrato etandlico quanto do aquoso.

Os resultados obtidos sdo uteis para ajudar a validar a utilizagéo
etnofarmacolodgica e tradicional da Palicourea coriacea, na forma de decocto, para a

obtencao de efeito diurético.
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APENDICE A

Quadro 3 — Avaliagdo do screening hipocratico para o estudo de toxicidade aguda
do extrato aquoso bruto liofilizado das folhas de P. coriacea (EABLPC), na dose de
2000mg/kg, em ratos Wistar e camundongos (n = 3).

CAIXA 1 Controle

N° dos animais R1 R2 R3 C1 C2 C3
Peso (9)

Atividade geral

Frénito vocal

Irritabilidade

Resposta ao toque

Aperto de cauda

Contorgéo

Trem posterior

Endireitamento

Tonus corporal

Forca de agarrar

Ataxia

Reflexo auricular

Reflexo corneal

Tremores

Convulsdes

Estimulagbes

Straub

Hipnose

Anestesia

Letargia

Coma

Lacrimagéo

Salivacao

Ptoses

Micgéo

Defecagéo (diarréias)

Piloerecao

Hiotermia

Respiracao

Cianose

N° de mortos

Graduacao: 0- ausente; 1-raros; 2- poucos; 3 — moderado; 4 —intenso
Data: /| _;Dose:___;N.°de animais com sinais de toxicidade:

Momento da morte: Tempo de Observacgéo: Outras reagdes:
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APENDICE B

Quadro 4 — Avaliagbes pré-teste de atividade diurética (médias do consumo de agua
e producéo de urina em amostra de 30 animais do experimento, no periodo de 24h
por 5 dias).

GRUPOS Consumo médio Produgao média

(n = 6) de agua (mL) de urina (mL)
G1-1 29,4 4,5
G1-2 32,4 8,0
G1-3 30,6 6,3
G1-4 30,8 10,4
G1-5 30,8 6,1
G1-6 31,6 10,9
G2-1 29,0 4,5
G2-2 24,0 3,3
G2-3 21,0 4,6
G2-4 28,6 7,1
G2-5 24,6 53
G2-6 27,0 3,4
G3-1 26,0 7,7
G3-2 25,0 6,0
G3-3 24,0 7,2
G3-4 29,0 7,2
G3-5 24,0 5,4
G3-6 22,6 4,0
G4-1 26,4 7,9
G4-2 23,0 4,5
G4-3 36,3 7,9
G4-4 27,4 10,1
G4-5 36,4 14,0
G4-6 24,6 5.2
G5-1 32,6 7,8
G5-2 27,0 6,1
G5-3 29,6 12,7
G5-4 32,0 10,9
G5-5 26,0 8,3
G5-6 23,0 3,5
MEDIA = DP 27,8 + 3,98 7,128

Valores de referéncia:

» Consumo hidrico / 24h: 24 — 35 mL.

* Produgéo urinaria / 24: 2 — 15 mL.

(Fontes: AGUNU et al., 2005; BENJUMEA et al., 2005; LAHLOU et al., 2006; OECD
32/2000)
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APENDICE E

Tabela 15 — Concentragcbes sanguineas dos parametros bioquimicos obtidos ap6s
administracado oral do EAPC (80, 160 e 320 mg/kg), furosemida (20 mg/kg) e solugéo
salina (C -), no final do estudo, segundo os grupos de estudo (n = 6).

ANIMAIS

Parametro

. i Grupo R1 R2 R3 R4 R5 R6 Média * DP
Bioquimico

80mg 118 132 118 128 136 127 126,5+7,3

160mg 121 127 129 121 134 118 125 +6,0

Na* (mEqg/ml) 320mg 132 127 136 127 147 138 1345+ 7,6

Cont(-) 138 122 181 150 127 164 147 £ 22,6

Cont(+) 147 161 114 127 127 121 132,8+17,6

80mg 98,8 96,3 100,8 96,8 96,3 96,1 97,52 +1,9
160mg 95 1004 98,1 98 1056 88,2 97,55 +5,8
K" (mEg/ml)

320mg 90,3 90,7 1119 97,3 80,9 1013 95,4 +£10,7

Cont(-) 100,8 100,9 1056 97 88,1 96,5 98,15 +5,9

Cont(+) 98,6 1045 986 984 95 99,8 99,15 + 3,1
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Continuacao da Tabela 15

Parametro

Bioquimico Grupo R1 R2 R3 R4 R5 R6 Média * DP
80mg 70 48 97 47 43 47  5867+21,1
160mg 51 75 117 49 56 55 67,17 26,1
Cl(mEam)  5o0mg 58 41 53 44 71 60 54,5+ 11,0
Cont-) 29 39 46 42 39 53 41,3+8,0
Cont(+) 39 52 63 96 121 41 68,67 + 33
80mg 64 73 68 56 59 58 63 + 6,6
160mg 48 64 60 56 74 58 60 £ 8,7
Ureia (mg/ml)  350mg 47 50 53 58 63 57 54,67 + 5,8
Cont-) 69 61 44 52 41 60 54,5 + 10,8
Cont(+) 68 60 60 66 65 67 67,67 + 2,1
80mg 082 051 062 051 051 051  0,58+0,13
160mg 058 07 082 055 058 07  0,6620,10
Creatinina 320mg 0,86 055 0,58 0,558 043 051  0,59+0,15
(mg/mL)
Cont(-) 043 043 043 043 062 055 0,48+0,08
Cont(+) 0,55 0,55 066 078 0,82 062  0,66+0,11
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