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RESUMO

Para se determinar a seguranca do consumo de fitoterapicos € imperativo uma
avaliacdo do pontecial toxico por meio de exames clinicos, laboratoriais e
histopatolégicos de animais ap0s exposicdo ao extrato de partes da planta em
diferentes intervalos de tempo. Pelo fato de infusos da casca de espécies do
género Aspidosperma serem empregados, sem comprovacdo de seu pontencial
toxico, no tratamento do diabetes mellitus, da hipercolesterolemia e de disturbios
gastricos, propde-se um ensaio experimental com o objetivo de avaliar se o extrato
etandlico de Aspidosperma subincanum (EEAs) induz toxicidade aguda e
subcrbnica no coracdo, figado e rins de camundongos (Mus musculus). Os
animais (machos e fémeas) receberam por via oral a dose de 75, 150 e 300 mg/kg
do extrato para a avaliacdo de intoxicacdo subcronica por 28 dias de exposicéo
diaria ao extrato. Na avaliacdo da toxicidade aguda foram utilizados camundongos
fémeas que receberam a dose unica de 300 e 2000 mg/kg do extrato e
observados por 14 dias. Testes farmacoldgicos foram conduzidos para verificar a
possivel acdo desse extrato no sistema nervoso central, sendo utilizados
camundongos machos e as doses de 200, 400 e 750mg/kg por via oral,
subcuténea e intraperitoneal. Os animais apresentaram alguns sinais de
neurotoxicidade e os sinais tiveram intensidade proporcional a concentracdo do
extrato, sendo letais na dose de 2000 mg/kg via oral. Dentre os exames
laboratoriais realizados, o eritrograma, plaquetograma e leucograma, nao
apresentaram nenhuma alteracao significativa. Nas provas bioguimicas nao foram
observadas alteracbes dignas de nota, a excecdo de ALT e AST que
apresentaram elevacéo significativa nos grupos expostos em relacdo ao grupo
controle. Em relacdo ao exame histopatolégico, observaram-se alteracfes
compativeis com injarias estruturais hepaticas (microvacuolizacdo e hiperemia) e
renais (hiperemia e hemorragia). Conclui-se que o EEAs pode ser considerado
téxico quando administrado por via oral, tanto agudo como subcronicamente, em
camundongos e a dose letal mediana (DL50) estimada encontra-se abaixo de
2000 mg/kg.

Palavras-chave: Aspidosperma subincanum, intoxicacado subcroénica, intoxicacao
aguda.
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ABSTRACT

In order to define the safety of phytotherapeutic use of plants is important an
evaluation of the toxic potential by clinical, laboratory and histopathological studies
in animals after exposure to extract of parts of the plant in different intervals of
time. Due to bark infusion from species of Aspidosperma is employed without proof
of its toxic potential in treatment of the diabetes mellitus, hypercholesterolemia
and gastric disorders, this study proposes an experimental test with ethanolic
extract of Aspidosperma subincanum to verify if induces acute and subchronic
toxicity in heart, liver and kidneys of mices (Mus musculus). The animals (male and
female) received orally a 75 mg/kg, 150 mg/kg and 300 mg/kg of the extract for
subchronic intoxication evaluation by daily exposure along of 28 days. In the acute
toxicity evaluation were used female mices that received an only dose of 300mg/kg
and 2000 mg/kg of the extract and observed during to 14 days. Pharmacological
tests were conducted to check the possible action of the extract in central nervous
system in male mices submitted to 200 mg/kg, 400 mg/kg and 750 mg/kg by oral,
subcutaneous and intraperitoneal ways. The animals showed some signs of
neurotoxicity whose intensity was proportional to extract concentration and died
with oral dose of 2000 mg/kg. Hematological parameters did not showed any
significant abnormalities. Biochemical tests did not presented any changes, except
ALT and AST measures which presented significant increases in exposed groups
in relation to control group. Concerning histopathological exam it was possible to
detect lesions that suggest the existence of injuries in liver (microvacuolization and
hyperemia) and kidney (hyperemia and hemorrhage). Thus, it can be concluded
that ethanolic extract of Aspidosperma subincanum is toxic orally, both acute and
subcronically, in mices and the estimated median lethal dosis (LDsp) was below
2000 mg/kg.

Keywords: Aspidosperma subincanum, acute toxicity and subchronic toxicity.



REVISAO DE LITERATURA

1.1 Introducéo

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o uso de plantas
medicinais pela populacdo mundial tem sido significativo nos ultimos anos.
Estima-se que 80% da populacdo de paises em desenvolvimento, ndo tem
acesso a qualquer atendimento primario a saude, seja pela distancia dos centros
de saude ou por falta de recursos financeiros e, desta forma, o emprego empirico
de plantas medicinais vem ganhando espaco como fonte de tratamento aos
diferentes tipos de doencas em humanos (MARTINS, 1995).

Rizzo et al. (1997) afirma que o emprego de plantas medicinais
também é bastante comum no estado de Goias. O cerrado possui mais de 6.000
plantas de valor medicinal que vem sendo amplamente exploradas para a
producéo de analgésicos, tranquilizantes, diuréticos, laxativos, antibioticos, entre
outros (SOUZA et al., 2005).

Dentre as plantas do cerrado com atividades farmacologicas
comprovadas encontram-se plantas do género Arnica, Pterodon (sucupira),
Baccharis (carqueja) e Aspidosperma, utilizadas popularmente como
antiinflamatério,  antibiético,  anticancerigeno, hipocolesterolemiante e
hipoglicemiante (GOMES & CAVALCANTI, 2001).

As espécies definidas como fitoterapicos, estdo relacionados na
Instrucdo Normativa n° 05/2008 (BRASIL, 2008) (Quadro 1).



QUADRO 1 - Relacdo de medicamentos fitoterapicos comercializados no Brasil.

Nomenclatura Botanica

Nome Popular

Parte Usada

Derivado

Aesculus hippocastanum L. | Castanha da Sementes Extratos/tintura
India

Allium sativum L. Alho Bulbo Extratos/tintura/éleo

Aloe vera (L.) Burm f. Babosa ou aloe | Gel mucilaginoso Extrato obtido do gel

das folhas

Arctostaphylos uva-ursi Uva-ursi Folha Extratos/tintura

Spreng.

Arnica montana L. Arnica Capitulo floral Extratos/tintura

Calendula officinalis L. Caléndula Flores Derivado de droga

vegetal Extratos/tintura

Centella asiatica (L.) Centela, Partes aéreas Extratos

Urban, Centela-asiatica

Cimicifuga racemosa (L.) Cimicifuga Raiz ou rizoma Extratos

Nutt.

Cynara scolymus L. Alcachofra Folhas Extratos/tintura

Echinacea purpurea Equinacea Partes aéreas Extratos

Moench floridas

Eucalyptus globulus Labill. Eucalipto Folhas Oleo

essencial/extratos/tintura

Ginkgo biloba L. Ginkgo Folhas Extratos

Glycyrrhiza glabra L. Alcacuz Raizes Extratos/tintura

Hamamelis virginiana L. Hamameélis Folhas Extrato/tintura

Hypericum perforatum L. Hipérico Partes aéreas Extratos/tintura

Matricaria recutita L. Camomila Capitulos florais Extratos/tintura

Maytenus ilicifolia Mart. ex | Espinheira- Folhas Extratos/tintura

Reiss. Santa

Melissa officinalis L. Melissa, Erva- Folhas Extratos/tintura
cidreira

Mentha piperita L. Horteld-pimenta | Folhas Oleo essencial

Mikania glomerata Sprengl. | Guaco Folhas Extrato/tintura

Panax ginseng C. A. Mey. Ginseng Raiz Extratos, tintura

Passiflora incarnata L. Maracuja, Partes aéreas Extratos/tintura
Passiflora

Paullinia cupana H.B.&K. Guarana Sementes Extratos/tintura

Peumus boldus Molina Boldo, Boldo- Folhas Extratos/tintura
do-Chile

Pimpinella anisum L. Erva-doce, Anis | Frutos Extratos/tintura

Piper methysticum G. Kava-kava Rizoma Extratos/tintura

Forst.

Polygala senega L. Poligala Raizes Extratos/tintura

Rhamnus purshiana DC. Céscara Casca Extratos/tintura
Sagrada

Salix alba L. Salgueiro Casca Extratos
branco

Sambucus nigra L. Sabugueiro Flores Extratos/tintura

Senna alexandrina Mill., Sene Folhas e frutos Extratos/tintura

Cassia angustifélia Vahl ou
Céssia senna L.




QUADRO 1 - Relacdo de medicamentos fitoterapicos comercializados no Brasil

(Continuacgao).

Nomenclatura Botanica

Nome Popular

Parte Usada

Derivado

Serenoa repens (Bartram) Saw palmetto Frutos Extrato

J.K. Small

Symphytum officinale L. Confrei Raizes Extrato
Tanacetum parthenium Tanaceto Folhas Extratos/tintura
Sch. Bip.

Valeriana officinalis L. Valeriana Raizes Extratos/tintura
Zingiber officinale Rosc. Gengibre Rizomas Extratos

Fonte: Instrugdo Normativa n° 05/2008

1.2 Descricéo da planta Aspidosperma subincanum (Guatambu)

O género Aspidosperma pertence a familia Apocynaceae
(Dicotyledonae), descrita por Antoine Laurent de Jussieu, como pertencente a
ordem Gentianales, subclasse Asteridae. A familia das Apocynaceae inclui 165
géneros, com aproximadamente 1.900 espécies tropicais e subtropicais (JOLLY,
1998; GOMES & CAVALCANTI, 2001). Na flora brasileira sdo catalogadas como
apocinaceas mais de 400 espécies em 41 géneros, sendo 32 destes encontrados
apenas na Amazoénia (CAMPBELL & HAMMOND, 1989).

As espécies do género Aspidosperma sdo encontradas apenas nas
Américas, principalmente na Argentina, Brasil, Bolivia, México, Paraguai e Peru
(PEREIRA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2009). No Brasil, foram catalogadas
aproximadamente 52 espécies desse género, distribuidas praticamente em todos
0s biomas, cujas espécies apresentam importancia econdmica e cientifica, como
fornecedoras de madeira nobre e detentoras de alcalbides, sendo assim objetos
de extensas investigacbes na busca de novas substancias com atividades
biolégicas (GOMES & CAVALCANTI, 2001; OLIVEIRA et al., 2009).

As diferentes espécies de aspidosperma sao conhecidas
popularmente como perobas, guatambus, carapanalba, pau-pereiro, amargoso e
guina (OLIVEIRA et al., 2009). A espécie Aspidosperma subincanum é uma

arvore de aproximadamente 15 a 20 metros, com tronco de 40 a 50 cm de



didametro (Figura 1). As flores desta planta podem ser encontradas entre os
meses de setembro e novembro (DE LA CRUZ, 1997).

FIGURA 1 — A: Aspidosperma subincanum (planta adulta). B: Detalhe do fruto
seco e capsular.

Fontes: www.viveiroipe.com.br e SANTOS, 2005.

Além da qualidade de suas madeiras (RIBEIRO et al.,, 1999), as
cascas de espécies do género Aspidosperma sao usadas comumente na forma
de infusdes pela medicina popular da Regido Amazbnica. Plantas do género
possuem diversas finalidades medicinais, que vao desde a acdo antiprotozoaria
até atividade antitumoral (BARBOSA et al., 2003). A baixa toxicidade e auséncia
de contraindicacdes atribuidas as infusdes tém contribuido enormemente para
difusdo do uso das cascas de Aspidosperma, como agente medicinal
(FERREIRA et al., 2004).

Em um levantamento realizado no municipio de Goiania e cidades

circunvizinhas, TRESVENZOL et al. (1997) verificaram que 60% dos raizeiros
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entrevistados citaram o guatambu como sendo Util para o tratamento do diabetes
mellitus e da hipercolesterolemia.

Devido a grande quantidade de alcaldides inddlicos encontrados nas
espécies de Aspidosperma, essas plantas se tornaram alvo de pesquisas para
fins de investigar mais apuradamente uma correlagdo entre a ocorréncia desse
tipo de alcaldides com as atividades terapéuticas que lhe sao atribuidas
(PEREIRA et al., 2007).

Sabe-se que o0s alcaléides inddlicos atuam em sistemas
neurotransmissores  opiaceos, GABAérgicos, colinérgicos muscarinicos,
serotoninérgicos e dopaminérgicos (RIVAS et al.,, 1999), sendo por isso,
empregados largamente como hipotensor arterial, simpatolitico, diurético,
vasoconstrictor  periférico, estimulante respiratorio, anestésico, agente
bloqueador adrenérgico, espasmogénico intestinal, sedativo e relaxante do
musculo esquelético (GARRETT & GRISHAM, 1995). Além disso, sao
responsaveis pelos efeitos alucindogenos do tabaco, de bebidas e rapés utilizados
por nativos da Amazonia, bem como pelas propriedades sedativas do maracuja
(ALLEN & HOLMSTEDT, 1980).

E atribuido aos alcaldides inddlicos de espécies do género
Aspidosperma, uma larga aplicacdo terapéutica (BOURDY et al., 2004). Dentre
as varias atividades biol6gicas dos alcaldides indolicos, pode-se destacar a
ergometrina obtida de Secale cornutum (espordo de centeio) que apresenta
propriedade de contracdo intensa dos musculos uterinos e é contra indicada para
pacientes com disfuncdo cardiaca, hepatica e renal, hipertensdo e problemas
vasculares, mas € muito Util na prevencao e tratamento de hemorragia pés-parto
e pos-aborto devido a atonia uterina ap0s a expulsdo da placenta
(SCHRIPSEMA et al., 2004).

De Rauvolfia serpentina pode ser obtido o alcaldide reserpinina, que
em associacdo com um diurético é efetivo na prevencdo da retencdo sodica e
edema. Entre seus principais efeitos adversos podem ser citados hipotenséo,
depressdo do sistema nervoso central, sonoléncia e hipotermia. Como a

depressdo do sistema nervoso central € um efeito adverso relacionado com a



dose, a menor dose possivel deve ser administrada, ndo podendo ser utilizado
por pacientes com histérico de episédios depressivos ou Ulcera péptica
(SCHRIPSEMA et al., 2004).

Os alcaldides uleina, também encontrado no Aspidosperma
subincanum e o 3,14-desidrouleina foram isolados do extrato etandlico das
cascas de A. parvifolium (JACOME et al., 1996; JACOME et al., 2004). A uleina
foi testada contra Trypanossoma cruzi em doses de 1,4 mg/mL, 0,7 mg/mL e 0,3
mg/mL, apresentando 100% de atividade, causando porém hemodlise parcial
(JACOME et al., 1996). Na medicina popular, os Aspidospermas também s&o
utilizados para tratamentos de febres e bronquites, afec¢des dos rins, figado e
estbmago e ainda para tratamento de malaria (HIDALGO, 2003).

PORTO et al. (2004) realizaram uma investigacao fitoquimica de
fracOes cloroformicas resultantes dos extratos etandlicos do caule e raizes de
Aspidosperma subincanum Mart, isolando trés alcaldides inddlicos pirocarbazéis.
Destes, um foi identificado como a olivacina (1,5 dimetil-6H-piridol[4,3-
b]carbazol), uma substancia com atividade antitumoral, de ocorréncia comum no
género, previamente descrita nesta espécie. Outro alcalGide teve sua estrutura
determinada como a guatambuina (Nb-metiltetraidroolivacina), presente no
género Aspidosperma. Para o terceiro alcaloide, foi proposto por PORTO et al.
(2004), a estrutura do 2,11-dimetil-10H-pirido[2,3-b-]Jcarbazol, o qual ndo foi
encontrado na literatura. MARQUES (1988) isolou e identificou a partir das
cascas, dez alcaldides inddlicos, dentre os quais, N-metiltetrahidro-elipticina,
uleina, 3-epidasycarpidona, 3-epi-uleina e subincamina. Por meio de estudos
fitoquimicos, foram isolados também das cascas desta planta, acido oléico e os
alcaldides inddlicos subincanadineos A-C, subincanideos D-E e subincanideo F
(KOBAYASHI et al., 2002; PORTO et al., 2004).

1.3 Toxicidade dos fitoterapicos
Principalmente, nos paises em desenvolvimento, os apelos da midia

para o consumo de produtos naturais aumentam a cada dia. Os ervanarios,



farmécias e lojas de produtos naturais prometem saude e vida longa, com base
no argumento de que plantas usadas ha milénios sdo seguras para a populacéo
(VEIGA JUNIOR et al., 2005). O habito da utilizacdo de fitoterapicos sob varias
formas de preparacdo (cha, abafado, garrafada, dentre outros), parte do
pressuposto de que as plantas utilizadas, além de possuirem atividade
terapéutica, sdo desprovidas de efeitos tdéxicos (CARLINI et al. 1988).

Nos Estados Unidos e na Europa ha controle no registro e na
comercializacdo dos produtos obtidos de plantas. Nesses paises, as normas
para certificacdo e o controle de qualidade de preparacdes vegetais sao rigidos.
Contudo, vale ressaltar que a comercializacdo se da por preparacdes
produzidas, em geral, a partir de plantas cultivadas, diferentemente daquelas
preparacdes em que se utiliza quase sempre plantas da flora nativa, em que a
coleta quase sempre é feita por pessoas pouco preparadas no reconhecimento
das espécies, incorrendo-se em risco de troca do espécime (VEIGA JUNIOR et
al., 2005).

A toxicidade das plantas medicinais pode parecer ndo existir quando
comparada com aquela apresentada pelos medicamentos convencionais.
Entretanto, nem sempre isso é verdade e, assim, 0 uso indiscriminado das
plantas ditas medicinais, passou a ser um problema de saude publica (SIMOES
et al., 2003 ). As substancias produzidas pelas plantas sédo idénticas aquelas
sintetizadas em laboratério para a sintese de farmacos comerciais. Podem ser
consideradas menos toxicas devido as baixas concentracdes encontradas nos
vegetais ou pela interacdo direta ou indireta com outras substancias existentes
na planta que neutralizam em parte sua acdo. Assim, esse conceito conferido,
principalmente, aos chas e infusdes deve ser revisto, pois, caso haja ingestdo em
excesso, os efeitos indesejados serdo idénticos ou piores que aqueles descritos
para os medicamentos sintéticos (SOARES, 2002).

A avaliacdo da toxicidade visa caracterizar os efeitos adversos
inerentes a determinado agente quimico (CORREA et al., 2003), quer seja um
medicamento, um praguicida ou um agente quimico industrial (KOETER, 1993;
STOKES, 2002; MEYER, 2003). Os estudos toxicolbgicos, aplicados em animais



de laboratério e sob condi¢cbes previamente estabelecidas, permitem determinar
0s possiveis efeitos de substancias em humanos ou animais expostos as
mesmas (BARROS & DAVINO, 2003).

Sendo assim, os testes toxicoldégicos normalmente requeridos com
proposito regulatorio incluem: toxicidade aguda, toxicidade sub-crénica,
toxicidade crbénica, mutagénese, carcinogénese, reproducdo e teratogénese,
toxicocinética, efeitos locais sobre a pele e olhos, sensibilizacdo cutanea e
ecotoxicidade (SPIELMANN, 2002; BARROS & DAVINO, 2003).

E interessante notar que a maioria dos compostos de uso clinico
isolados das Apocynaceas sdo alcaldides indolicos monoterpénicos
(SCHRIPSEMA et al., 2004). Esta classe de alcaldide € conhecida pela presenca
de derivados do triptofano, apresentando um nucleo inddlico responsavel pela
potente habilidade de promover relevantes mudancas fisiologicas, apresentando
grau variado de toxicidade (CORDELL, 1981).

A maioria dos alcaldides inddlicos atuam como agonistas parciais nos
receptores adrenérgicos, serotoninérgicos, colinérgicos, dopaminérgicos e
noradrenérgicos. As diversas atividades dos varios compostos devem-se,
aparentemente, as diferencas de atividade e interacdo frente aos varios
receptores celulares. J& que cada classe de receptor possui diversos sub-tipos,
com sensibilidade distinta aos varios compostos, existe uma gama de atividades
dos alcaloides indolicos em diferentes 6rgdos (ROBERTS e WINK, 1998).

A maioria das espécies do género Aspidosperma sao objetos de
extensas investigacbes na busca de novas substancias com atividades
biolégicas (DI STASI & HIRUMA-LIMA, 2002). As subincanandinas E e F,
isoladas de Aspidosperma subincanum, apresentaram atividade terapéutica,
como a citotoxicidade in vitro em células de linfoma murino L1210 (CI50= 0,03 e
2,4 ug/mL, respectivamente) e em carcinoma epiderméide humano KB (CI50=
4,4 e 4,8 ug/mL, respectivamente) (KOBAYASHI et al., 2002). DOLABELA (2007)
realizou ensaios de citotoxicidade para células NiH2T3 (linhagem de fibrablastos
humanos) e determinado seus indices de seletividade. Os alcal6ides 10-metoxi-

aspidospermidina e N-formil-aspidospermidina mostraram  citotoxicidade



moderada, enquanto que a aspidospermidina, palosina e aspidolidina
apresentaram alta citotoxicidade. Todos os alcaldides apresentaram baixo indice
de seletividade (<100) (MITAINE-OFFER et al., 2002).

Os efeitos toxicos observados no homem encontram-se geralmente,
na mesma faixa de concentracdo daqueles dos animais de laborat6rio. Soma-se
ainda o fato de que a exposicdo de animais a agentes toxicos em doses
elevadas € um método necessario e valido para a descoberta de possiveis
perigos para a espécie humana que é exposta a doses muito menores (BARROS
& DAVINO, 2003; KLAASSEN, 2006).

A extrapolagéo de doses dos animais para humanos é baseada em
multiplas suposi¢cdes sobre o comportamento do composto entre as espécies.
Uma aproximacado comumente utilizada é baseada na dose do composto que
possui auséncia de efeitos toxicos na mais sensivel das espécies testadas em
estudos toxicologicos pré-clinicos de quatro semanas, usando a NOAEL (No
Observable Adverse Effect Level). (REIGNER & BLESCH, 2002).

Em teste de toxicidade aguda em camundongos albinos machos (Mus
musculus) realizados por GOLONI et al. (2005), a Aspidosperma subincanum em
dose unica e dose letal aproximada, ndo gerou resposta significativa de
letalidade para nenhum dos métodos aplicados. Nas doses entre 500 mg/kg a
5000 mg/kg, 0 que caracterizou a espécie praticamente como atoxica.

De acordo com estudos realizados por SANTOS et al. (2009), a
administracdo oral de doses até 300 mg/kg de extrato etandlico, ndo produz
gualquer sinal de toxicidade ou alteragdo no comportamento geral de
camundongos. No entanto, doses de 500-2500 mg/kg resultaram em sinais e
sintomas tipicos de estimulantes do sistema nervoso central, como piloerecéo,
tremores, convulsdes, cianose e morte. Por via intraperitoneal, a administracéo
do extrato produziu piloerecao e tremores comecando com 300 mg/kg/dose. Em
doses de 350 mg/kg a 475 mg/kg, foram observados piloerecéo, tremores,
convulsdes, cianose e mortalidade em 100% dos ratos com a dose mais elevada.
A administracdo oral subcrénica (5 mg/kg e 100 mg/kg) ndo gerou nenhum sinal

toxico.
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Apesar da crescente importancia dos fitoterapicos e sua baixa
incidéncia de efeitos colaterais, relativamente poucos estudos foram realizados a
fim de comprovar sua eficacia e seguranca, além disso muitas plantas ainda sédo
utiizadas com base somente no conhecimento popular (TUROLLA &
NASCIMENTO, 2006). Dessa maneira, torna-se necessaria a realizacdo de
ensaios toxicolégicos para obter dados cientificos referentes a seguranca ou
toxicidade das plantas (ASSEMI, 2001).

1.3.1 Teste de atividade farmacolégica

O teste de atividade farmacologica (screening hipocratico) é um
ensaio bastante util e comumente empregado na triagem preliminar de plantas.
Este teste detecta atividades farmacoldgicas e toxicologicas por meio da
avaliacdo do comportamento de animais ante a administracado de preparacdes a
base de plantas com possivel atividade no sistema nervoso central. Assim
permite a selecdo de espécies que apresentam resultados mais significativo
(ALMEIDA et al, 1999; LUCIO et al., 2000).

Observagdes comportamentais fornecem uma estimativa geral da
toxicidade da substancia no estado consciente e na disposicdo geral, na
atividade e coordenacdo do sistema motor, nos reflexos e nas atividades do
sistema nervoso central (MALONE & ROBICHAUD, 1983). De acordo com
protocolo padréo para observacdo dos parametros de comportamento, é possivel
definir dosagens intermediarias as usadas no teste de atividade farmacolégica

para avaliacdo de toxicidade subcronica .

1.3.2 Toxicidade aguda

O teste de toxicidade oral aguda é descrito pelo Guideline 423 (OECD
423; 2001) e tem como objetivo produzir efeitos adverso em um breve periodo
apos a administracdo oral de uma Unica dose de uma substancia ou apos

multiplas doses fornecidas durante 24 horas. Desta forma, pode fornecer
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subsidios referentes aos riscos a saude apdés uma exposi¢cdo de curta duracao
(BRITO, 1994; DIPASQUALE & HAYES, 2001). Este protocolo experimental
recomenda que se inicie o tratamento de trés animais com a dose de 300 mg/kg
guando se desconhece os efeitos da droga. Caso se observe um ou nenhum
caso de morte, deve-se repetir a dose e com a confirmacdo do resultado
anterior, o composto deve ser testado na dose de 2000 mg/kg para entéo, de
acordo com o resultado obtido nos testes ser classificado na sua respectiva
categoria segundo o Globally Harmonized Classification System (GHS). Porém,
se ocorrer a morte de dois ou trés animais apos a administracdo da dose de 300
mg/kg deve-se diminuir a dose do composto administrado para 50 mg/kg e se
nessa dose também ocorrer morte de dois ou trés animais deve-se adotar a
dose de 5 mg/kg para a realizacdo do teste de toxicidade aguda. Os animais
devem ser privados da alimentacdo por duas horas antes do inicio do
experimento e por mais duas horas apés a administracdo, por via oral
(gavagem), das substancias teste. A agua deve ser oferecida ad libitum até o

término do experimento.

1.3.3 Toxicidade subcrénica

O teste de toxicidade oral subcrénico realizado segundo o protocolo
experimental OECD 407 (1995), permite observar se por um longo periodo de
tempo se o produto testado causa efeitos toxicos (VALADARES, 2006). Esse
ensaio fornece informacBes acerca dos riscos potenciais sobre a saude,
resultantes da exposicao continua, além de informacdes satisfatérias sobre os
niveis de exposicdo com seguranca para o homem (BRITO, 1996).

A duracdo de exposicéo (28 dias) foi definida em funcdo do que se
pretende em termos de uso clinico do medicamento, de acordo com as diretrizes
para estudo da toxicidade oral de doses repetidas de substancias quimicas da
OECD 407 (1995). O modo de administracdo do extrato bruto, assim como a
observacgéo dos sinais de toxicidade, segue a mesma metodologia aplicada na

avaliacdo da toxicidade aguda em dose Unica.
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1.3.4 Observacéo dos sinais de toxicidade (screening hipocrético)

Para os trés testes de toxicidade faz-se a avaliacdo dos sinais, onde a
observacdo das alteragcbes comportamentais nos animais € seguida pelo
screening hipocrético, que considera os seguintes critérios comportamentais a
serem observados: atividade geral, motilidade, frequéncia cardiaca, piloerecao,
exoftalmia, lamber patas, hipnose, cocar focinho, morder cauda, convulsdo
clénicaltonica, tremores finos/grosseiros, sialorreia, erecdo da cauda (straub),
tremor da cauda, sedacdo, catatonia, analgesia, anestesia, perda do reflexo
corneano, diametro pupilar, lacrimacédo, ataxia. Na orelha sera observado a
palidez, cianose e hiperemia. Em relagdo a mic¢éo, observar-se-a o aumento ou
diminuicdo do volume e a coloracdo da urina. Outros possiveis efeitos que
poderdo ser observados serdo o aumento da defecacdo, diarreia, contorcéo,
reacao de fuga, agressividade e guinchar/chiar (frénito vocal), aperto da cauda,

forca para agarrar, hipotermia e morte.
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1.4 Objetivos

1.4.1 Geral

e Avaliar em condi¢cbes experimentais se 0 extrato bruto etandlico de
Aspidosperma subincanum (guatambu) induz toxicidade aguda e subcronica

em camundongos (Mus musculus).

1.4.2 Especificos

e Verificar os sinais de toxicidade, por meio do teste de atividade farmacologica
utilizando administracdo do extrato por diferentes vias e a0 mesmo tempo
estabelecer as dosagens para o teste de intoxicacao subcrénica.

e Descrever os sinais clinicos sugestivos de intoxicacdo pelo guatambu em
camundongos;

e Avaliar por meio de exames bioquimicos e hematoldgicos, a presenca de
lesbes em figado, coracdo e rins, produzidas pela toxicidade aguda e

subcronica, apds administracdo oral de Aspidosperma subincanum;

¢ Identificar lesbes macro e microscopicas no coracdo, figado e rins de

camundongos, compativeis com a intoxicacdo pelo guatambu.

e Verificar variacdo no peso corporal em diversos momentos ao longo do

experimento e peso dos 6rgaos ao final dos testes.
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MATERIAL E METODOS

Obtencao do extrato bruto etandlico de Aspidosperma subincanum

Foram realizadas coletas de Aspidosperma subincanum Mart na
regido de Nova América, Goias, em agosto de 2009 pelo laboratério de gnosia da
Faculdade de Farmacia da UFG. Do material coletado foram retiradas amostras
da casca do caule, sendo oferecido o extrato bruto etandlico para a realizacdo de
todos os testes.

Local de realizacdo do experimento

O experimento foi realizado no Departamento de Ciéncias Fisiologicas
do Instituto de Ciéncias Bioldgicas Il (ICB Il) da Universidade Federal de Goias
(UFG), Campus Samambaia, no periodo de janeiro de 2012 a julho de 2012.
Previamente a execucdo das atividades, o projeto foi aprovado pelo Comité de
Etica em Experimentacéo Animal da UFG (n° 84/12) e desenvolvido seguindo as
normas de bem-estar e biosseguranca na experimentacao animal propostas pela
Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL) e pelo

CONCEA (Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal).

Exposicdo dos animais

Os animais, um total de 70 camundongos (Mus muscullus) da
linhagem Swiss (variedade albino), machos e fémeas (nuliparas e ndo gravidas),
saudaveis, adultos e com peso corporal médio de 30+10g, com
aproximadamente trés meses de idade provenientes de colbnias mantidas pela
IQUEGO (Industria Quimica do Estado de Goias), passaram por um periodo de
aclimatacdo no biotério-teste do Departamento de Ciéncias Fisiolégicas do
Instituto de Ciéncias Biologicas Il (Laboratério de fisiologia e farmacologia da

reproducado) durante sete dias antes do inicio do experimento para a averiguacao
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do comportamento e das condi¢Bes sanitarias. Foram mantidos em caixas de
polipropileno com tampa em ago inox, com ragao comercial balanceada para
roedores e agua, fornecidas a vontade, a iluminacédo da sala foi mantida em um
ciclo claro/escuro de 12 horas, a fase clara iniciada as 7 horas. Durante todo o
experimento, oS animais permaneceram em sala com umidade e temperatura
controladas (umidade relativa de 65 a 70% e temperatura de 23 + 2°C).

Os animais receberam extrato por gavagem orogastrica (intoxicacao
aguda e subcrbnica), administracdo intraperitoneal e subcutanea (teste de
atividade farmacologica). O extrato foi administrado na forma de solucdo aquosa
e como veiculo, solucéao fisiolégica. O volume nédo excedeu a 1 mL/100g de
peso. Em todos os testes foi incluido um grupo controle, tratado apenas com o

veiculo.

Teste de atividade farmacoldgica

Um total de 12 animais foram divididos em trés grupos constituidos de
guatro animais em cada, separados pela via de administracdo: via oral, via
subcuténea e via intraperitoneal. As doses do extrato do guatambu foram de 200
mg/kg, 400mg/kg e 750 mg/kg para cada animal, na via correspondente ao seu
grupo. Ao animais controle foi administrado agua destilada. Os animais foram
observados quanto a alteragbes comportamentais nos cinco minutos, dez
minutos, 20 minutos, 30 minutos, 60 minutos, quatro horas, oito horas, 24 horas,
48 horas, quatro dias e sete dias a partir da hora de administracdo do extrato, de
acordo com o screening hipocratico para observacéo destes parametros.

No sétimo dia, todos os animais foram anestesiados conforme
protocolo sugerido pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA) da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), que preconiza para
procedimentos de curta duragéo, a utilizacdo de 60 a 80mg de cetamina (10%)
associada na mesma seringa com 8 a 15mg de xilazina (2%) por via
intraperitoneal e, apds certificacdo da anestesia, submetidos a eutanasia por

deslocamento cervical.
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Toxicidade aguda

O teste de toxicidade oral aguda foi realizado segundo o protocolo
experimental Guideline 423 (OECD 423; 2001) com dose inicial de 300 mg/kg,
conforme apresentado na Figura 2 e seguindo a proposta da Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério/Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA).

Os grupos experimentais de camundongos foram de adultos jovens
(fémeas nuliparas e ndo gravidas), com 8 a 10 semanas de idade (o peso de
cada camundongo ndo excedeu a 20% da média do grupo). Os animais num
total de 18 (seis para cada etapa), foram divididos em dois grupos, de trés
animais em cada (a saber. grupo controle recebeu somente o veiculo (1
mL/100g de peso de solucao de cloreto de sodio 0,9%) grupo teste gavagem do
extrato etandlico da casca do Aspidosperma subincanum). Para
acompanhamento da evolucdo da intoxicacdo, os animais foram marcados, a
partir da base da cauda, com numero de tracos feitos com uma caneta
marcadora permanente correspondente aos numeros ordinais de 1 a 3. O
periodo total de observacao apds administracdo da dose Unica foram de 14 dias.

Os animais foram privados da alimentacdo por duas horas antes do
inicio do experimento e por mais duas horas apds a administracdo, por via oral,

da substancia teste. A dgua foi oferecida ad libitum até o término do experimento.



E >
3 animais 3 animais —>

3 animais

Hal

3 animais EELITET 3 animais 3 animais
v i

3 (50mg/kg) outro 3 (300mg/kg) outro 3 2
na 12 etapa resultado na 12 etapa resultado
L 4 1 l‘ l 1
Wi S B %% a0 w0 sm 0 0w 30 s @
(mg/kg) | | I | | I | | |

FIGURA 2 - Fluxograma representando a metodologia seguida para o ensaio de
toxicidade aguda em dose Unica, a partir da dose de 300 mg/kg,
empregando-se trés animais de um Unico sexo por etapa
(normalmente fémeas).

Fonte: OECD (2001).
- 0,1,2,3: numero de moribundos ou animais mortos em cada etapa.

- GHS: Sistema de Classificacdo Mundial Harmonizado (mg/kg de
peso corporal).

- «: ndo classificado.
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Toxicidade subcrbnica

O teste de toxicidade oral subcrénico foi realizado segundo o protocolo
experimental OECD 407 (1995).

Neste estudo, foram utilizados 40 animais separados em 4 grupos,
com dez animais, sendo cinco machos e cinco fémeas nuliparas e ndo gravidas,
entre 6 e 8 semanas de idade, onde cada grupo recebeu doses de
concentragdes diferentes (300 mg/kg, 150 mg/kg, 75 mg/kg e somente veiculo),
determinadas a partir dos resultados do teste de atividade farmacolégica, uma

vez ao dia do produto fitoterapico, sempre a mesma hora do ciclo claro/escuro,
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por um periodo de 28 dias, pelo método de gavagem orogastrica. A evolucao do
guadro de intoxicacao foi acompanhada individualmente, sendo que para isso, 0s
animais foram marcados, a partir da base da cauda, com o numero de tracgos,
correspondente aos numeros ordinais (variando de 1 a 5) feitos com caneta
marcadora permanente de cor azul para GTs (grupo teste 75 mg/kg), verde para
GTis0 (grupo teste 150 mg/kg), vermelha para GTsoo (grupo teste 300 mg/kg) e
preta para GC (grupo controle).

O modo de administragdo do extrato bruto, assim como a observacao
dos sinais de toxicidade, foram realizadas seguindo a mesma metodologia

aplicada na avaliacao da toxicidade aguda dose Unica.

Observacéao dos sinais de toxicidade (screening hipocratico)

Para a realizacdo das observacOes das alteracbes comportamentais
os animais foram colocados em arena e utilizado o screening hipocratico. As
observacOes foram realizadas em diferentes periodos durante o dia, apds a
administracdo dos compostos, que foi de cinco minutos, dez minutos, 20
minutos, 30 minutos, 60 minutos, duas horas, quatro horas, seis horas, 12 horas
e 24 horas e, a partir de entdo, periodicamente, até o 14° dia para intoxicacao

aguda e até o 28° dia para intoxica¢do subcrénica.

Avaliacdo ponderal

Os animais foram pesados em balanca semi-analitica antes da
administracdo do extrato ou solucdo fisioldgica (Mog), apds sete dias (M+q) € ao
final de 14 dias (M144) ap0Os exposicdo para intoxicacdo aguda, acrescentando
apos 21 dias (M214) € apds 28 dias (Mzsq) para intoxicagdo subcronica. De posse
dos dados, foi calculado o ganho ponderal médio dos animais. E os 6rgaos

pesados no final do experimento.
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Colheita das amostras

Foram realizadas coletas de sangue, para avaliagdo dos animais
submetidos a intoxicagdo aguda e subcrdnica. Os animais foram submetidos a
um jejum de 12 horas em periodo diurno no final de cada experimento e
anestesiados com uma solucdo de xilazina e cetamina de no maximo
0,10mL/100g de massa corpérea, na proporcdo de 8,75mL de cetamina e
1,25mL de xilazina, submetidos a puncao cardiaca para coleta de sangue e
realizacdo de exames hematoldgicos e bioquimicos. O sangue coletado para
realizacdo de hemogramas (1mL) foram armazenados em tubos com EDTA.

Para as bioquimicas séricas foram utilizados o plasma separado por
aspiracdo, do sangue coletado com o tubo contendo EDTA.

Para os exames histopatoldgicos, as amostras dos orgaos (figado, rins

e coracao) foram coletadas na necropsia ao final da exposi¢cao aos extratos.

Analises laboratoriais

O hemograma e as bioquimicas séricas foram realizados no
Laboratério Multiusuério do Programa de Pés Graduacdo em Ciéncia Animal da
Escola de Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de Goias.

Os hemogramas foram realizados obtendo-se os valores de WBC
(contagem de glébulos brancos), RBC (contagem de globulos vermelhos), HGB
(hemoglobina), HCT (hematdcrito), VCM (volume celular médio), CHCM
(concentracdo média de hemoglobina corpuscular), HCM (hemoglobina
corpuscular média), PLT (contagem de plaquetas) determinadas pelo método
automatico utilizando-se o aparelho BC-2800 VET/Mindray. A contagem
diferencial foi realizada por meio de esfregaco de sangue corado por pandtico.

Para cada prova bioquimica sérica realizada: ALT (, AST, CK-NAC,
CK-MB, creatinina, GGT e ureia), foram utilizados reagentes comerciais
padronizados (Labtest®, Labtest Diagnéstica S. A., Lagoa Santa - MG), com

metodologias cinéticas, enzimaticas ou colorimétricas, em temperatura de 37° C,
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sendo a leitura realizada em espectrofotbmetro semi-automatico (Analisador

Bioquimico Bio-Plus®, Produtos para Laboratérios Ltda, Barueri - SP).
Necropsia e histopatolégico

Foram realizadas as necropsias em todos 0s animais, apds o término
da exposicdo ao extrato, de cada subgrupo, para avaliagio macro e
microscépica dos 6Orgdos. Os animais foram eutanasiados por deslocamento
cervical apos serem anestesiados com uma solucdo de xilazina 2% (1mL) e
cetamina 10% (0,5mL) diluidas em solucao de cloreto de sodio 0,9% (8,5 mL),
aplicada por via intraperitoneal, na quantidade de 0,1mL/10g, conforme protocolo
sugerido pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA) da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

Para os exames histopatolégicos foram coletadas amostras de figado,
rim e coracdo (1 cm de espessura) e fixadas em solugcdo formol neutro e
tamponado a 10%. As amostras foram processadas rotineiramente no
Laboratério de Patologia Veterinaria da Universidade Federal de Goias, Campus
Jatai, que consistiu de, apo6s fixacdo 24 horas, desidratacdo em séries
crescentes de etanol (70-100%), diafanizacdo em xilol, seguido de inclusdo em
parafina histologica. Os blocos de inclusdo foram seccionados, em micr6tomo
convencional, em uma espessura de 3 um e os cortes obtidos foram submetidos
ao processo de coloracao por hematoxilina e eosina (HE).

Para avaliacdo dos rins foi realizado um corte longitudinal no 6rgao
evidenciando medula e cortex renal, ja para o figado, o corte foi realizado em
varias areas aleatoriamente e, por fim, o coragcdo com corte transversal para
visualizacdo dos dois ventriculos e o0 septo intraventricular. Foram avaliadas a

presenca e a caracteristica das alteracdes e lesdes celulares.
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Analise estatistica

Para verificar diferencas significativas entre os grupos estudados, foi
aplicado o teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis. As médias foram comparadas
através do teste Student-Newman-Keuls. Para todos os grupos considerou-se
resultado estatisticamente significativo quando p<0,05 (Sampaio, 1998).

RESULTADOS

Screening hipocréatico

Apoés a observacdo dos animais do teste de atividade farmacologica,
constatou-se que aqueles que receberam dose de 200 mg/kg apresentaram as

seguintes reacdes (Quadro 2):

QUADRO 2 - Sinais observados no teste farmacologico para os camundongos
gue receberam dose de 200 mg/kg do extrato bruto etandlico da
casca do caule de Aspidosperma subincanum. Goiania, 2012.

Animal | Peso Via Sinais

1 279 Oral pouca motilidade

2 32g | Subcutanea -

3 32g | Intraperitoneal pouca motilidade e contor¢ao

Os sinais apareceram nos primeiros cinco minutos apds administracao
do extrato e permaneceram até cerca de quatro horas na administracao por via
intraperitoneal e dez minutos para a via oral, desaparecendo em seguida.

Os animais que receberam a dose de 400 mg/kg apresentaram 0S

sinais demonstrados no Quadro 3.
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QUADRO 3 - Sinais observados no teste farmacoldgico para os camundongos
gue receberam dose de 400 mg/kg do extrato bruto etandlico da
casca do caule de Aspidosperma subincanum. Goiania, 2012.

Animais | Peso Via Sinais
1 30g Oral -
2 33g Subcutanea cocar focinho e pouca motilidade

Convulséo clbnica, tremores finos e
3 30g | Intraperitoneal | grosseiros, fasciculacoes, erecao de cauda e
tremor, pouca motilidade, diarreia e chiados

Os sinais surgiram nos primeiros cinco minutos para a via
intraperitoneal, cessando apo0s quatro horas. Para a via subcuténea, os sinais
surgiram nos primeiros dez minutos apds administracdo e cessou uma apos
hora, quando os animais voltaram ao comportamento normal.

Quanto aos animais em que foi administrada a dose de 750 mg/kg,

observou-se o0s sinais clinicos descritos no quadro 4.

QUADRO 4 - Sinais observados no teste farmacoldgico para os camundongos
gue receberam dose de 750 mg/kg do extrato bruto etandlico da
casca do caule de Aspidosperma subincanum. Goiania, 2012.

Animais | Peso Via Sinais
1 30g Oral pouca motilidade e contor¢ao
) Convulséo clonica e tonico clonica, tremores
2 31g | Subcuténea -
de cauda e pouca motilidade
3 31g | Intraperitoneal | Convulsédo clénica e ténico clénica e morte

Para as vias subcutanea e intraperitoneal, os sinais apareceram nos
primeiros dez minutos, enquanto para a via oral, 0s sinais apareceram nos

primeiros 20 minutos, desaparecendo uma hora apés a administracdo. O animal
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submetido ao tratamento por via subcutanea apresentou sinais até o final das
primeiras quatro horas apo0s administracdo. O animal submetido & via
intraperitoneal morreu nos primeiros dez minutos, apds apresentar convulsdo
tonico-clonica.

Na intoxicacdo aguda empregando a dose inicial de 300 mg/kg,
observou-se em geral diminuicdo de motilidade nas primeiras duas horas apos
receberem o extrato etandlico de Aspidosperma subincanum, um dos animais
apresentou tremores finos nos primeiros 30 minutos e outro apresentou
movimentos estereotipados, como cocgar focinho, nas primeiras duas horas. O
grupo controle ndo apresentou nenhum sinal clinico durante os 14 dias de
observagcdo e nenhum dos animais morreu. Como descrito no protocolo,
ocorrendo até uma morte é necessario repetir a dose. Assim feito, na repeticéo,
observou-se que 0s animais apresentaram diminuicdo de motilidade nos
primeiros 60 minutos e todos os trés demonstraram movimentos estereotipados,
cocando o focinho varias vezes nos primeiros 20 minutos e um apresentou
tremores finos nos primeiros 60 minutos de observacdo. Novamente, nenhum
dos animais morreu. Dessa maneira, a dosagem foi aumentada para 2000
mg/kg, como orienta o protocolo. Neste procedimento, foi possivel constatar
diminuicdo de motilidade em todos o0s animais nos primeiros 15 minutos,
acompanhado de tremores finos e convulsées, sendo que dois morreram 22
minutos apos receber o extrato (Quadro 5).

Para a intoxicacdo subcronica com diferentes doses de extrato
etandlico da casca do caule de Aspidosperma subincanum, administrado por via
oral, a dosagem de 300 mg/kg causou diminuicdo de motilidade em todos os
animais em momentos diferentes até o 28° dia, destes, quatro fémeas morreram
no intervalo do primeiro ao 13° dia, todas ap6s uma convulsdo. Na dosagem de
150 mg/kg todos os animais apresentaram diminuicdo de motilidade em
momentos diferentes, duas fémeas apresentaram movimentos estereotipados,
como cogar o focinho, uma apresentou contorcao e tremores finos e uma morreu
no quinto dia de experimento, juntamente com dois machos, um morreu também

no quinto dia e o outro no 12° dia apds apresentar chiados, andar rigido, cauda
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convulsdo e mioclonia. Somente um macho e uma fémea

apresentaram espasmos no 25° dia. Os camundongos machos que receberam

doses de 75 mg/kg, apresentaram diminuicdo de motilidade a partir do 15° dia,

permanecendo até o 28° dia. Somente uma fémea apresentou diminuicdo de
motilidade, observado no 19° dia com duracdo até o 24° dia. Os controles da

intoxicacdo subcrdnica, ndo apresentaram nenhum sinal clinico (Quadro 5).

Quadro 5 - Sinais clinicos apresentados por camundongos fémeas que
receberam 300 mg/kg e 2000 mg/kg (intoxicacdo aguda) do

extrato etandlico da casca do caule de Aspidosperma subincanum

e nos animais controle em dose Unica. Goiania, 2012.

Dose Laténcia o
Sexo | Morte/tratado . . Sinais
mg/kg (min/h/dia)
) pouca motilidade, tremores finos e
300 (1)* F 0/3 30 mine 2h _
cocar focinho
20min e pouca motilidade, tremores finos e
300 (2)* F 0/3 ) _
60min cocar focinho
15min e pouca motilidade, tremores finos,
2000 F 2/3 )
22min convulsdo e morte
Controle F 0/9 - Nenhum

*(1) primeira administragéo. (2) repeticdo da dose
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Quadro 6 - Sinais clinicos apresentados por camundongos machos e fémeas que
receberam 300 mg/kg, 150 mg/kg e 75 mg/kg (intoxica¢ao subcronica)
do extrato etandlico da casca do caule de Aspidosperma subincanum
e nos animais controle durante 28 dias. Goiania, 2012.

Dose Laténcia o
Sexo | Morte/tratado _ _ Sinais
mg/kg (min/h/dia)
300 F 4/5 13° dia pouca motilidade, convulsao
300 M 0/5 28 dias pouca motilidade
) pouca motilidade, cocar focinho,
150 F 1/5 5° dia . _
contorcao, tremores finos
pouca motilidade, cocar focinho,
_ contorcdo, tremores, rigidez,
150 M 2/5 5°e 12°dia _
chiado, cauda levantada,
espasmos, mioclonia, convulsédo
A partir do N
75 M 0/5 . pouca motilidade
15° dia
19° dia até N
75 F 0/5 pouca motilidade
240
Controle | M/F 0/10 - Nenhum

Exames laboratoriais (hemograma e provas bioquimicas séricas

Os animais testados do grupo de intoxicacdo aguda nas doses de
300mg/kg e 2000 mg/kg de extrato etandlico da casca do caule de Aspidosperma
subincanum, administrado por via oral, tiveram seus resultados comparados com
0s animais controles, sendo que nao foi constatada diferenca significativa para

os resultados do eritrograma e leucograma (Tabelas 1 e 4).
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J4 para os camundongos pertencentes ao grupo de intoxicacdo
subcrénica com administracdo do extrato etandlico da casca do caule de
Aspidosperma subincanum, administrado por via oral, foi possivel constatar uma
diferenca significativa no valor de hematdcrito de fémeas entre o grupo que
recebeu 300 mg/kg e o grupo que recebeu 75 mg/kg de extrato e deste Ultimo em
relacdo ao grupo controle. O grupo de fémeas tratadas com a dose de 300 mg/kg
observou-se diferenca significativa no resultado de HCM comparado ao grupo de
fémeas tratadas com a dose de 150 mg/kg e ao grupo de fémeas controle.
Quanto aos outros parametros do eritrograma e do leucograma, ndo houve
diferenca significativa comparando os grupos testados e o grupo controle, tanto
para fémeas e machos (Tabelas 2, 3, 5 e 6).

Nenhum parametro bioquimico avaliado, (AST, ALT, ureia, creatinina,
CK-NAC e CK-MB) nos grupos de intoxicagcdo aguda, apresentou diferenca
significativa nos resultados. Ja para os grupos da intoxicacao subcrénica, houve
uma diferenca significativa nos valores de AST de fémeas entre 0 grupo controle
e 0s grupos de dose 150 mg/kg e 75 mg/kg e ALT de fémeas entre o grupo dose
150 mg/kg e o grupo controle (Tabelas 7, 8 e 9).

TABELA 1 - Eritrograma e plaquetograma de camundongos Swiss adultos
fémeas (n=3) tratadas com 300 mg/kg e 2000 mg/kg de extrato
etandlico da casca do caule de Aspidosperma subincanum
(intoxicacdo aguda), administrado por via oral, dose Unica e com
solucéo de cloreto de sédio 0,9% (grupo controle). Goiania, 2012.

Parametros Controle 300 mg/kg 2000 mg/kg p*

Hemacias (x10°/uL) 6,86 + 0,74 7,63+0,74 6,52+1,33 0.3001
Hematdcrito (%) 33,07 +2,14 33,8 +2,88 30,4+4,68 0.5599
Hemoglobina (g/dL) 11,25+ 1,33 12,12 £ 2,25 10,8 +2,19 0.6332

VCM 47,73 + 2,84 44,42 + 2,6 47,03+2,67 0.1894
HCM 16,35+0,8 15,72 £ 1,46 16,53+0,11 0.8191
CHCM 34,48 + 3,03 35,64 + 4,52 353+1,97 0.7635
Plaguetas(/pL) 409,83+75,5 410,6+214,69  531+13,11 0.2171

*Teste Kruskall-wallis. p(<0,05)
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TABELA 2 - Eritrograma e plaquetograma de camundongos Swiss adultos

machos (n=5) de doses 75 mg/kg, 150 mg/kg e 300 mg/kg
tratados com extrato etandlico da casca do caule de
Aspidosperma subincanum (intoxicacdo subcrénica), administrado
por via oral, dose Unica e com solucdo de cloreto de sddio 0,9%
(grupo controle) durante 28 dias consecutivos Goiania, 2012.

Parametros Controle 75 mg/kg 150 mg/kg 300 mg/kg p*
Hemacias (x10°%/pL) 6,240,8 6,510,56 6,7+0,63 7,48 £ 0,45 0.065
Hematocrito (%) 25,25+4,14 27,5+2,86  29,72+0,84 30,86+1,21 0.064

Hemoglobina (g/dL) 10,2+1,17 10,22+1,44  10,65%1,38 12,02+0,66 0.086

VCM
HCM

CHCM
Plaquetas(/uL)

43,42+0,98 42,46+2,15 44,75+4,74 41,38+1,33 0.311
16,42+0,39 15,66+0,95 15,82+0,96 16,02+0,5 0.468
36,97+0,75 36,96+2,72 5,85+5/11 38,88+0,82 0.134
425+356,47  377,8+133,43 9+152, 47 403,8+253,81  0.996

*Teste Kruskall-wallis. p(<0,05)

TABELA 3 - Eritrograma e plaquetograma de camundongos Swiss adultos

fémeas (n=5) de doses 75 mg/kg, 150 mg/kg e 300 mg/kg
tratados com extrato etanolico da casca do caule de
Aspidosperma subincanum (intoxicagdo subcrénica) administrado
por via oral, dose Unica e com solucdo de cloreto de sodio 0,9%
(grupo controle) durante 28 dias consecutivos. Goiania, 2012.

Parametros Controle 75 mg/kg 150 mg/kg 300 mg/kg p*

Hemacias(x10°/uL) 6,94%0,25  6,26+0,92 6,67+0,79 7,77+0,34 0.06

Hematocrito (%) 30,88+0,69° 27,1442 99 29,8+3,37% 34,9+537°  0.024

Hemoglobin(g/dL) 11,76+0,3 10,18+1,34  11,32+1,36 12,27+0,74 0.094

VCM

HCM

CHCM

44,36+1,55 43,72+1,8 44,32+0,82 44,945 74 0.850
17,2+0,9° 16,22+0,41* 16,77+0,2° 15,73+0,6°  0.022

36,22+4,75 37,3+1,38 37,8+0,59 35,63+5,4 0.788

Plaguetas(/uL) 459,4+91,08 189+191,97 300,5+260,62 585,3+277,44 0.185

*Teste Kruskall-wallis. p(<0,05) *letras diferentes: diferencas significativas pelo teste Student-Newman-Keuls
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TABELA 4 - Valores médios do leucograma (+ desvio padrdo) em camundongos
fémeas tratadas com extrato etandlico da casca do caule de
Aspidosperma subincanum (intoxicagdo aguda) na dose de 300
mg/kg e 2000 mg/kg, via oral, dose Unica e com solugdo de cloreto
de sédio 0,9% (grupo controle). Goiania, 2012.

Parametros Controle 300 mg/kg 2000 mg/kg p*
Leucocito(/uL) 2050 £ 1532 2825 +830,2 3500 £ 2971,5 0.883
Mondécitos 466,5+485,13 506,25+36,75 508 + 755,34 0.270
Linfocitos 2027,5+815,4 2685,6+1472,2 2406,3+1741,43 0.759
Eosindfilos 10,83 + 18,83 119,6 £ 83,3 170,3+ 271,14 0.138
Segmentados 439,83+356,18 4671253, 46 415,31 244,84 0.895
Bastonetes 5,33 £ 13,06 19+ 34,7 00 0.720

*Teste Kruskall-wallis. p(<0,05)

TABELA 5 - Valores médios do leucograma (x erro padrdo) em camundongos
Swiss adultos fémeas (n=5) de doses 75 mg/kg, 150 mg/kg e
300mg/kg tratados com extrato etanodlico da casca do caule de
Aspidosperma subincanum (intoxicacdo subcronica) administrado
por via oral, dose Unica e com solucdo de cloreto de sodio 0,9%
(grupo controle) durante 28 dias consecutivos Goiania, 2012.

Parametros Controle 75 mg/kg 150 mg/kg 300 mg/kg p*
Leucécitos
2940+1285,7 3280+1149,8 7375+6040,1 7483,3+2576,01 0.106
(fuL)
Mondécitos 282,4+140,37  333,5+215,06 670,25+450,82 643,3+604,24 0.350
Linfécitos 2162+969,6 2544+800,01 5358,25+4185,2 5319,67+3265,35 0.154
Eosindfilos 118+150,19 66,5+100,28 98+151,84 98, 66+170,9 0.9682

Segmentado 377,6+193,24 354,5+286,6 784,5+528,8 1321,3+926,5 0.1174

Bastonetes 0+0 26,5+30,7 64+78,4 100,3+101,01 0.2919

*Teste Kruskall-wallis. p(<0,05)
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TABELA 6 - Valores médios do leucograma (+ erro padrdo) em camundongos
Swiss adultos machos (n=5) de doses 75 mg/kg, 150 mg/kg e
300mg/kg tratados com extrato etandlico da casca do caule de
Aspidosperma subincanum, (intoxicacdo subcrdnica) administrado
por via oral, dose Unica e com solucdo de cloreto de sddio 0,9%
(grupo controle) durante 28 dias consecutivos. Goiania, 2012.

Parametros Controle 75 mg/kg 150 mg/kg 300 mg/kg p*

Leucécitos (/juL) 3575+512,35 4120+1386,36 4825+994, 57 3980+1349,8 0.529
Mondcitos 411,5+73,65 738+738,63 465,5+132,32 893,2+966,09 0.9283
Linfocitos 2434+471,67 2496,4+976,24 3501,5+604,56 2398,8+823,20 0.196
Eosinofilos 73,6£93,52 82,4+113,9 127+110,96 24,8+55,45 0.5344

Segmentados 599,5%£199,37 766+404,32 591+229,95 663,2+316,24 0.8422

Bastonetes 30,4+67,98  37,2483,18 112+224 12,4+27,72 0.9915

*Teste Kruskall-wallis. p(<0,05)

TABELA 7 - Valores médios da dosagem sérica (+ desvio padrdo) de AST, ALT,
ureia, creatinina, CK-NAC e CK-MB em camundongos Swiss
adultos fémeas tratados com extrato etandlico da casca do caule de
Aspidosperma subincanum na dose de 300 mg/kg e 2000 mg/kg/dia
(intoxicacdo aguda) e no grupo controle tratado com solucdo de
cloreto de sédio 0,9%. Goiania, 2012.

Parametros Controle 300 mg/kg 2000 mg/kg p*
AST 314, 18+300,22 325,91+221,75 763,9+352,39 0.1411
ALT 93,96+140,7 54,72+29,9 136, 85+72,46 0.2785
Uréia 69,43+9,29 68,08+20,3 56,8+7,59 0.1881
Creatinina 0,46+0,1 0,57+0,19 0,53+0,23 0.5768
CK-NAC 1046,8+1656,62 1221,3+1396,12 2029,3+1625,87 0.2691
CK-MB 171,36+136,89 280,36+238, 45 273,45+76,27 0.2876

*Teste Kruskall-wallis. p(<0,05)
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TABELA 8 - Valores médios da dosagem sérica (+ desvio padrdao) de AST, ALT,
ureia, creatinina, CK-NAC e CK-MB em camundongos Swiss
adultos machos (n=5) de doses 75 mg/kg, 150 mg/kg e 300mg/kg
tratados com extrato etandlico da casca do caule de Aspidosperma
subincanum (intoxicagdo subcrbénica) administrado por via oral,
dose unica e com solugéo de cloreto de sédio 0,9% (grupo controle)

durante 28 dias consecutivos Goiania, 2012.

Parametros Controle 75 mg/kg 150 mg/kg 300 mg/kg p*
AST 495+181,26  554,21+246,16  259,8 £ 15,3 299,469, 69 0.0584
ALT 54,72+0,03 115+91,64 54,72 + 0,03 60,2+12,24 0.0541
Uréia 117,3+96,76 61,4+15,25 63 + 15,7 78,4+12,7 0.1712

Creatinina 0,44+0,22 0,52+0,23 0,53+0,3 0,48+0,1 0.8622
CK-NAC 209742375,  1037,2+644,7 1343,8+817,0 1713,6+2712,1  0.769
CK-MB 220,6+77,2 329,5 £ 59,6 208,23+71 325,4+ 183,93 0.1632

*Teste Kruskall-wallis. p(<0,05)

TABELA 9 - Valores médios da dosagem sérica (+ desvio padrdo) de AST, ALT,
ureia, creatinina, CK-NAC e CK-MB em camundongos Swiss
adultos fémeas (n=5) de doses 75, 150 e 300mg/kg tratados com
extrato etandlico da casca do caule de Aspidosperma subincanum
(intoxicacdo subcrbnica), administrado por via oral, dose Unica e
com solucédo de cloreto de sédio 0,9% (grupo controle) durante 28

dias consecutivos Goiania, 2012.

Parametros Controle 75 mg/kg 150 mg/kg 300 mg/kg p
AST 94,1+#85,05*  527,1#139,7°  598,4+208,5° 417,6+63,6°  0.0131
ALT 18,6+20,7° 54,7 0,03 93,07+36,75° 63,8+15,82°  0.0119
Uréia 29,3+29,02 51,37+8,6 51,7+13,8 41,5+4,5 0.1805

Creatinina 0,26+0,3 0,45+0,25 0,8+0,49 0,6+0,35 0.0938

CK-NAC 293,1+243,36  789,24+676,51 2074,2+2273,5  902+596,62  0.1362
CK-MB 153,05+230,72 148,2+57 379,2+189,38 312,5+#132,5  0.0914

*Teste Kruskall-wallis. p(<0,05)*letras diferentes: diferenc¢as significativas pelo teste Student-Newman-Keuls
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Exame necroscopico e histopatologico

Todos os animais pertencentes ao grupo de intoxicacdo aguda (300
mg/kg e 2000 mg/kg) e da intoxicagédo subcrbnica (300 mg/kg, 150 mg/kg e 75
mg/kg) que receberam extrato etandlico da casca do caule de Aspidosperma
subincanum, administrado por via oral, foram submetidos a necropsia apos
colheita de sangue, para fins de identificacdo de les6es macroscépicas nos rins,
figado e coracdo. N&@o foi observada nenhuma alteragdo macroscopicas nos
referidos grupos.

Quanto as lesbes microscopicas, 33% dos animais do grupo de
intoxicacdo aguda que receberam 2000 mg/kg do extrato, apresentou hiperemia
renal multifocal leve; 33% dos que receberam 300 mg/kg de extrato,
apresentaram degeneracdo microvacuolar hepatica focal leve. Para a intoxicacéo
subcronica, dentre os animais que receberam 300 mg/kg de extrato, 10%
apresentaram hiperemia hepatica multifocal moderada, 20% hiperemia hepatica
multifocal leve, 10% hiperemia renal multifocal moderada e 20% hiperemia renal
multifocal leve; nos animais que receberam dose de 150 mg/kg, foram notadas
hemorragia renal focalmente extensa e leve em 10%, hiperemia hepatica
multifocal moderada em 10% e degeneracdo microvacuolar hepatica multifocal
leve em 10%. Por fim, animais que foram submetidos a dose de 75 mg/kg do
extrato, apresentaram hiperemia renal multifocal leve em 30% dos testados,
hiperemia hepatica difusa moderada em 10% e degeneracdo microvacuolar
hepatica multifocal leve. Nao foi encontrada alteracbes miscroscépicas de
musculatura cardiaca nos animais nas diferentes doses utilizadas. Os animais do

grupo controle ndo apresentaram nenhuma lesdo microscopica.
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FIGURA 3 — Fotomicrografia de lesdes hepaticas e renais em camundongos
submetidos a intoxicacdo com extrato etandlico da casca do caule
de Aspidosperma subincanum, HE. (A) Rim; dose 2000 mg/kg;
hiperemia multifocal discreta (setas); obj. 10X; (B) Figado; dose
300 mg/kg; hiperemia multifocal moderada (setas); obj. 10X; (C)
Rim; dose 150 mg/kg; hemorragia focalmente extensa discreta
(setas); obj. 10X; (D) Figado; dose 300 mg/kg; degeneracao
microvacuolar focal discreta (setas); obj. 40X;

Peso dos animais e 6rgéos

Em geral foi possivel observar uma tendéncia de modificacdo do peso
corporeo dos animais, porém sem diferenca significativa estatisticamente entre
0s grupos de doses 300 mg/kg, 150 mg/kg e 75 mg/kg do extrato etandlico da
casca do caule de Aspidosperma subincanum, administrado por via oral, na
intoxicacdo subcrénica, durante os 28 dias de analise (Tabelas 11 e 12). Para a



33

intoxicagdo aguda, com doses de 300 mg/kg e 2000 mg/kg do extrato etandlico
da casca do caule de Aspidosperma subincanum, administrado por via oral, 0os
animais também apresentaram modificacdes no peso, porém o peso corporal
durante os 14 dias nao obteve diferenca estatistica entre os animais testados e
os controles (Tabela 12).

Em relacdo ao peso dos 6rgdos, as médias dos animais testados para
intoxicacdo subcrbnica, com doses de 300 mg/kg, 150 mg/kg e 75 mg/kg do
extrato etandlico da casca do caule de Aspidosperma subincanum, administrado
por via oral, se encontraram préximos a média de peso dos orgdos dos
camundongos do grupo controle, ndo tendo diferenca significativa entre os
grupos, como demonstra a Tabela 13. A relacdo percentual entre o peso dos
orgaos e o peso corporal manteve-se bem proximas, sem diferenca significativa

entre animais testados e os controles, como pode ser verificado na Tabela 14.

TABELA 10 - Médias (+ desvio padrdo) dos pesos corporais de camundongos
machos Swiss (n=5) tratados via oral com 300mg/kg, 150mg/kg e
75mg/kg de extrato etandlico da casca do caule de Aspidosperma
subincanum antes da exposicao (D1), sete (D7), quatorze (D14),
vinte e um (D21) e vinte e oito (D28) dias apds exposicao.

Goiania, 2012.

Dias Controle 75 150 300 p*
D1 37,3+3,6 31+3,04 342+295 343+3,6 0.1002
D7 385+526 326+3,77 3746 37,3+2,95 0.2656
D14 40,6 +5,26 33,4+4,81 37,3+4,66 38,7+3,15 0.1690
D21 40,0+4,55 351+563 395+4,27 405+2,23 0.3277
D28 422+4,02 342+595 41,2+3,76 42,3+5,08 0.1158

*Teste Kruskall-wallis. p(<0,05)
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TABELA 11 - Médias (+ desvio padrdo) dos pesos corporais de camundongos
fémeas Swiss (n=5) tratados via oral com 300mg/kg, 150mg/kg e
75mg/kg de extrato etanodlico da casca do caule de Aspidosperma
subincanum antes da exposicao (D1), sete (D7), quatorze (D14),
vinte e um (D21) e vinte e oito (D28) dias apds exposicao.

Goiania, 2012.
Controle  75mg/kg 150 mg/kg 300 mg/kg p*
D1 29,72 +2,57 28,43+2,3 28,32+ 2,54 27,94+1,16 0.7734
D7 30,4+256 30,66+2,26 29,55+2,22 29,58+0,66 0.8024
D14 31,46 +2,51 31,82+1,69 29,45+ 2,75 0.2436
D21 33,4+222 3254+2,04 305+24 0.1537
D28 34,4+188 351+259 33,14+ 3,15 0.6496

*Teste Kruskall-wallis. p(<0,05)

TABELA 12 - Média (xdesvios padrédo) dos pesos corporais (gramas) de
camundongos Swiss fémeas (n=3) tratados via oral com 300
mg/kg e 2000 mg/kg de extrato etanolico da casca do caule de
Aspidosperma subincanum antes da exposicao (D1), sete (D7) e
guatorze (D14) dias apos exposicao. Goiania, 2012.

Dias Controle 300 mg/kg 2000 mg/kg p*
D1 33,8+5,71 33,07 +5,38 35,27 £ 4,92 0.6765
D7 33,94+596 34,08+5,15 38.30+0 0.8973
D14 35,07 +6,77 35,01+5,46 39.50+0 0.7963

*Teste Kruskall-wallis. p(<0,05)
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TABELA 13 - Médias (+ desvio padrdo) dos pesos dos 6rgdos de camundongos
Swiss machos e fémeas (n=5) tratados via oral com 300mg/kg,
150mg/kg e 75mg/kg de extrato etandlico da casca do caule de
Aspidosperma subincanum antes da exposi¢cado (D1), sete (D7),
quatorze (D14), vinte e um (D21) e vinte e oito (D28) dias apds
exposicdo. Goiania, 2012.

Orgéo Tratamento Machos Fémeas
300 2,31+0,26 1,670
150 2,36+0,18 1,72+0,24
Figado 75 1,91+0,39 1,68%0,22
Controle 2,29+0,12 1,71+0,13
p* 0,207 0,872
300 0,17+0,01 0,140
150 0,17+0,03 0,16+0,01
Coracao 75 0,16+0,03 0,15+0,02
Controle 0,17+0,01 0,15+0,02
p* 0,992 0,716
300 0,55+0,06 0,370
150 0,57+0,13 0,37+0,04
Rins 75 0,48+0,17 0,36+0,04
Controle 0,51+0,05 0,37+0,03
p* 0,410 0,959

*Teste Kruskall-wallis. p(<0,05)
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TABELA 14 - Médias (+ desvio padrao) do indice de peso dos o6rgdos de
camundongos Swiss machos e fémeas (n=5) tratados via oral
com 300mg/kg, 150mg/kg e 75mg/kg de extrato etandlico da
casca do caule de Aspidosperma subincanum antes da
exposicao (D1), sete (D7), quatorze (D14), vinte e um (D21) e
vinte e oito (D28) dias apds exposicao. Goiania, 2012.

Orgéo Tratamento Machos Fémeas
300 0,055+0,007 0,048+0
150 0,057+0,0013 0,052+0,006
Figado 75 0,055+0,003 0,048+0,004
Controle 0,054+0,002 0,050+0,004
p* 0,728 0,404
300 0,004+0,000 0,004+0
150 0,004+0,0003 0,005+0,000
Coracao 75 0,005+0,001 0,004+0,000
Controle 0,004+0,0005 0,004+0,001
p* 0,2424 0,522
300 0,013+0,001 0,011+0
150 0,014+0,001 0,011+0,000
Rins 75 0,014+0,002 0,010+0,001
Controle 0,012+0,0008 0,011+0,001
p* 0,4082 0,1927

*Teste Kruskall-wallis. p(<0,05)
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DISCUSSAO

O teste farmacoldgico por via intraperitoneal revelou na analise do
screening hipocrético, o aparecimento de sinais neurolégicos a partir da dose
400 mg/kg, onde os camundongos apresentaram convulsdo clonica, tremores
finos e grosseiros, fasciculacdes, erecdo de cauda, diminuicdo de motilidade,
diarreia e granidos. A morte ocorreu na dose mais elevada de 750 mg/kg. Sinais
semelhantes a analise do screening hipocréatico do teste de intoxicacdo aguda
por via intraperitoneal realizada por SANTOS et al (2009) em ratos wistar
machos, revelou piloerecao, tremores, convulsdo e cianose em doses a partir de
350mg/kg e morte na maior dose, 450mg/kg. Em contrapartida, danos fatais néo
foram encontrados por GOLONI et al (2005) que utilizou doses crescentes do
extrato etanolico de A. subincanum (500 mg/kg a 5000 mg/kg) em camundongos,
por via intraperitoneal, como também em um experimento realizado por ALVES
(2007), em que ndo houve qualquer sinal estimulante de sistema nervoso central,
na intoxicacdo aguda por via intraperitoneal em ratos wistar utilizando o extrato
etandlico do A. subincanum, nas dosagens de 500 mg/kg a 2000 mg/kg e nao
causou o6bito na dose de 3000 mg/kg.

O aparecimento de sinais neurolégicos e morte, em dosagens
menores por via intraperitoneal do que em via oral, constatados também por
SANTOS et al. (2009), demonstra que o0 extrato bruto etandlico da A.
subincanum, assim como o extrato hidroetandlico da planta é melhor absorvido
pela via intraperitoneal, devido as diferencas existentes entre os perfis de
absorcao estomacal e intestinal como pH, superficie de absorcédo, motilidade
intestinal, irrigacdo sanguinea além do que, por via oral pode ocorrer uma pobre
absorcdo da substancia ou ainda ser metabolizada por sua passagem pelo
figado (LOOMIS & HAYES, 1996; KLAASSEN & WATKINS, 2001).

Os estudos realizados por SANTOS et al. (2005) revelaram a auséncia
de mudanca comportamental em camundongos na dosagem de até 300 mg/kg
por via oral. Ja o presente experimento demonstrou a existéncia de sinais

estimulantes do sistema nervoso central em doses de 300 mg/kg a 2000mg/kg



38

em camundongos para intoxicagdo aguda. Contudo, ressalta-se que 0s animais
utilizados por SANTOS et al. (2005) eram machos, o que suscita a possibilidade
de uma maior sensibilidade de camundongos machos expostos ao extrato bruto
etandlico do A. subincanum. Ademais, a diferenca observada pode ser
decorrente da variagdo no poder de extracdo do solvente ou reforca os dados
gue apontam para a existéncia de diferentes concentracbes do principio nas
diversas partes da planta. Os mesmos autores demonstraram por meio do
estudo a presenca de sinais tipicos de estimulantes do sistema nervoso em
doses de 500 mg/kg a 2500mg/kg para intoxicacdo aguda em camundongos,
com morte de 100% dos animais na maior dose (2500 mg/kg), fato observado no
presente trabalho que também apresentou morte em animais com dose de 2000
mg/kg. Entretanto, ALVES (2007) n&o verificou sinais de toxicidade na dose de
5000 mg/kg em ratos por via oral ao longo de 24 horas, e sugeriu que a planta é
atoxica em exposicdo aguda e em altas doses na espécie, 0 que pode sugerir
uma maior sensibilidade dos camundongos em relacdo aos ratos. GOMES
(2011) utilizou a dosagem de 5000 mg/kg de extrato hidroetandlico liofilizado do
Aspidosperma excelsum (que possui alcaldides semelhantes ao A. subincanum)
para intoxicacdo aguda em camundongos, nao verificando aparecimento de
nenhum sinal toxico.

Sinais de toxicidade foram observados no teste de intoxicacao
subcronica, nas doses de 75 mg/kg, 150 mg/kg e 300 mg/kg em machos e
fémeas. ALVES (2007) utilizou as doses de 125 mg/kg, 250 mg/kg e 500 mg/kg
em seu experimento, ndo econtrando nenhum sinal estimulante do sistema
nervoso central ao longo dos dias de estudo. O mesmo ocorreu com O
experimento de SANTOS et al. (2005) que utilizaram doses inferiores (5 mg/kg a
100 mg/kg) na realizacdo do teste de intoxicacdo subcronica em ratos. A
diferenca apresentada nos trabalhos pode estar relacionada a influéncias
biogeograficas sofridas pelas plantas utilizadas, ja que a nao existéncia de
toxicidade obtida ao avaliar extratos de plantas pode ocorrer devido a fatores
inerentes a planta (localidade, fracdo avaliada e solvente utilizado), bem como os

periodos e tipos de avaliacdo realizados nos estudos de toxicidade. Ainda que
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orientada pelas caracteristicas genéticas da planta, a sintese quimica das
substancias é controlada por fatores do ecossistema, iluminagdo, calor,
constituicao do solo, umidade, dentre outros (LAPA, 1999). Segundo HURST
(1942), a toxicidade da planta pode variar devido a fatores ambientais como area
geogréfica, clima e condi¢cdes de crescimento, sendo que em algumas plantas
pode ser totalmente ausente (OERLICHS et al., 1985).

De acordo com BEUTLHER et al. (2008), é possivel que determinadas
variedades da planta apresentem maior toxicidade quando comparadas a outras.
Essa diferenca provavelmente decorra do fato de que as plantas muitas vezes
séo classificadas apenas quanto a espécie e ndo quanto a variedade.

Na toxicidade subcrdnica, os sinais de toxicidade sistémica podem ser
caracterizados por alteracbes de comportamento, dentre outros. (MELO, 2001).
Sendo assim, visto que os grupos tratados por via oral com o extrato etandlico da
casca do caule de guatambu (75 mg/kg, 150 mg/kg e 300 mg/kg), por 28 dias
consecutivos, apresentaram  alteracdo  significativa nos  parametros
comportamentais, pode-se dizer que, de forma geral, o tratamento resultou em
efeitos toxicos em camundongos Swiss adultos machos e fémeas.

As alteracdes no peso corporal tém sido utilizadas como um indicador
de efeitos adversos das drogas e produtos quimicos em animais testados
(DESMARCHELIER et al. 1996). No ensaio de toxicidade subcronica em
camundongos machos e fémeas na dose de 75 mg/kg, 150 mg/kg e 300 mg/kg,
via oral, do extrato bruto etandlico de guatambu, ndo houve alteracdo de forma
significativa no ganho de massa corporal. Contudo, observou-se uma tendéncia
de ganho de peso ao longo do experimento observado também no grupo
controle, como também verificado por ALVES (2007) com as doses de 125
mg/kg, 250 mg/kg e 500 mg/kg, via oral, em ratos Wistar machos.

Os animais apresentaram alteraces hematologicas quanto ao valor
de hematocrito em fémeas na intoxicagcdo subcrénica, com diferenca significativa
entre as doses de 300 mg/kg e a dose de 75 mg/kg. GOLONI et al. (2006)
utilizaram ratos e doses de 125 mg/kg, 250 mg/kg e 500mg/kg para intoxicacao

subcrébnica e ndo constataram nenhuma alteracdo hematolégica em seus
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animais. SANTOS et al. (2009) também ndo encontraram nenhuma alteracéo
hematoldgica na intoxicagdo subcrénica com doses de 5 mg/kg a 100 mg/kg de
extrato hidroetandlico de A. subincanum. ALVES (2007) observou diferencas
significativas no valor de VCM, HCM e CHCM. Os valores desses indices foram
maiores para o grupo satélite (grupo que recebeu maior dose do extrato) em
comparagao ao grupo controle, diferentemente do presente experimento em que
houve variacdo de HCM em fémeas com valores mais baixos para a dosagem
maior (300 mg/kg) em relagéo ao grupo controle.

Ndo foram encontradas nenhuma alteragdo no leucograma dos
animais testados. A auséncia de alteracfes morfolégicas nas células sanguineas
e na contagem das mesmas, demonstra que o A. subincanum n&do causa
guaisquer efeitos toxicos sobre a medula 6ssea e homeostase do sistema
circulatorio. A avaliacdo hematologica representa uma importante area de estudo
sobre o estado de saude dos animais e sdo descritas na literatura por ter alta
correlacdo em predizer toxicidade humana, ou seja, alteracbes no sistema
hematoldégico em animais por determinadas substancias também sao
encontradas em humanos na maioria das vezes (OLSON et al., 2000).

SANTOS et al. (2009) ndo encontraram nenhuma alteracdo nas
analises bioquimica sérica. Contudo, ALVES (2007) observou, assim como neste
experimento, um aumento no valor de AST em um grupo de animais testados
(500 mg/kg) em relacdo ao grupo controle na intoxicacdo subaguda. Além do
aumento no valor de AST em fémeas, para as trés dosagens diferentes na
intoxicacdo subcrbnica, também foi observado no presente trabalho, aumento no
valor da ALT nas fémeas testadas.

Vérias enfermidades podem causar lesdo de hepatécitos e
extravasamento da ALT tais como hipéxia, alteracbes metabdlicas que resultem
em acumulo de lipideos nos hepatdécitos, drogas e substancias quimicas toxicas,
toxinas bacterianas, inflamacgéo e neoplasia hepatica (THRALL et al., 2007). Um
aumento muito grande em ALT sugere uma hepatite aguda e aumentos mais
brandos podem sugerir doenga hepatocelular crénica, cirrose, neoplasia ou
hepatopatia por parasitas (TENNANT, 1997).
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Nas afecc¢des agudas e cronicas do figado, a atividade sérica da AST
encontra-se aumentada, e também pode estar elevada em lesdes musculares
como traumatismos ou injec¢des intramusculares. Para se diferenciar o aumento
de AST devido a lesdo hepética ou muscular, usa-se o teste da enzima
creatinaquinase (CK), que estara elevada, juntamente com a AST em casos de
lesbes musculares (TENNANT, 1997). O aumento de CK n&o foi constatado
nesse trabalho.

Reacdes do hepatdcito a agressao toéxica incluem tumefacéo celular e
esteatose, acompanhada ou ndo de colestase. Em casos de intoxicacao
suficientemente grave isso pode progredir para necrose e insuficiéncia hepatica
(MACLACHLAN & CULLEN, 1998). Segundo YEH (2011), substancias toxicas
podem provocar inflamacéo e degeneracdo gordurosa do figado pela leséo de
mitocondrias, incapacitando o figado de metabolizar adequadamente as
gorduras, o que pode levar a destruicdo de células e inflamacéo. A elevacédo das
enzimas AST e ALT nos animais testados demonstrou a presenca de leséo
hepatica aguda, jA& que nas analises microscopicas foi possivel observar
hiperemia e degeneracdo microvacuolar hepatica em alguns dos animais da
intoxicacdo subcrénica. De acordo com MACLACHLAN & CULLEN (1998), a
morfologia da lesdo hepéatica induzida por toxinas varia consideravelmente com o
tipo, dose e a duracdo da exposicéo a toxina.

A auséncia de elevacdo de CK demonstra que nao houve leséo
muscular esquelética, descartando o aumento de AST decorrente do muasculo.
Nem tdo pouco, lesdo muscular cardiaca, ja que o valor de CK-MB se encontrou
sem diferenca significativa entre animais testados e controles. Também nao foi
encontrada nenhuma lesdo aparente na observacdo macroscopica e
microscopica, descartando o fato da congestdo hepética ter ocorrido por
disfuncéo cardiaca.

Apesar de néao ter sido observado alteracdo nos resultados das provas
bioquimicas séricas de avaliacdo da funcdo renal foi possivel constatar, na
analise histopatoldgica, hiperemia e hemorragia renal em alguns animais das

diferentes dosagens na intoxicagdo subcronica e aguda. A auséncia de
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alteracdes nas dosagens desses compostos nitrogenados exclui a presenca de
uma insuficiéncia renal, demonstrando que a hiperemia e a hemorragia néo
comprometeu mais de 75% do parénquima funcional responsavel pela funcéo
renal conforme descrito por NISSENSON (1998) e NEWMAN et al. (2009).

Observou-se ainda a presenca de cilindros hialinos em um Unico
camundongo fémea, que recebeu dose 300 mg/kg (intoxicacdo subcronica). Os
cilindros hialinos sdo formados por mucoproteina gelatinosa e nao contem
células (SINK & FELDMAN, 2006). Séao formados exclusivamente por proteinas,
geralmente albumina (GARCIA-NAVARRO, 2005) que se dissolve rapidamente
em urina diluida ou alcalina (BUSH, 2004). Nao tem valor diagnostico, sua
presenca indica uma forma leve de irritacdo renal, porém pequena quantidade
pode ser visualizada em animais normais devido a febre, hiperemia renal e
proteinuria fisiolégica (COLES, 1984; GARCIA-NAVARRO, 1996), insuficiéncia
cardiaca congestiva, estresse, desidratacéo, exercicio fisico intenso e exposicao
ao calor (LOPES, 2004).
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CONCLUSAO

O extrato etandlico de A. subincanum promoveu altera¢cdes comportamentais
indicativa de uma possivel acdo no sistema nervoso central em camundongos
fémeas e machos. O aparecimento de sinais neurolégicos e morte, em
dosagens menores, por via intraperitoneal demonstra que o extrato bruto
etandlico da A. subincanum, é melhor absorvido pela via intraperitoneal.

O extrato bruto obtido da casca do caule de Aspidosperma subincanum pode
ser considerado téxico quando administrado por via oral em camundongos
Swiss, ja que a dose toxica estimada esta abaixo de 2000 mg/kg.

A auséncia de alteracdes morfologicas nas células sanguineas e na contagem
das mesmas, demonstra que o A. subincanum nao causa quaisquer efeitos
toxicos na medula 6ssea e a homeostase do sistema circulatorio.

A acdo do extrato etanolico de Aspidosperma subincanum provocou lesdes
agudas no figado (hiperemia e degeneracdo microvacuolar) e nos rins
(hiperemia e hemorragia), até mesmo na menor dose utilizada no estudo
(75mg/kg). Confirmando assim seu efeito toxico para os 6rgdos em questao.
Por ndo ocorrer variacao significativa no ganho de peso corporal, constata-se
gue o extrato bruto etandlico do A. subincanum ndo causa efeito adverso

guanto a esse parametro.
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CONSIDERACOES FINAIS

A avalicdo da toxicidade do Aspidosperma subincanum, tanto na
intoxicagdo aguda, como na subcrbnica é importante para a saude publica por
ser tratar de uma planta utilizada por populares no tratamento do diabetes
mellitus e da hipercolesterolemia, sendo consumida na forma de infusos de modo
constante e diério.

O teste farmacoldgico de dose Unica revelou a presenca de sinais e
morte na utilizacdo da via intraperitoneal, porém o teste de intoxicacdo aguda
demonstrou sinais de intoxicacdo até mesmo nas doses mais baixas utilizadas
no experimento, por via oral, o que demonstra a possibilidade de intoxicagéo por
essa via comumente utilizada para uso da planta por humanos.

Na avaliacdo histopatoldgica, o extrato etanolico de A. subincanum
provocou lesdes agudas em rins e figados em todas as doses utilizadas, o que
permite inferir que tais 6érgaos sofreram injurias estruturais apos a administracao
do extrato. A hiperemia e a hemorragia hdo comprometeram mais de 75% do
parénquima renal, pois ndo houve alteracbes nas dosagens dos compostos
nitrogenados (ureia e creatinina), o que confirma a auséncia de insuficiéncia
renal.

Apesar de nao terem sido observadas alteracdes macroscopicas
hepaticas, a hiperemia, hemorragia e degeneracdo microvacualar determinaram
um quadro de injaria hepética aguda. O aumento da dosagem de ALT confirma a
condicdo. Contudo, para melhor entendimento do quadro hepatico, € necessaria
melhor exploracdo consorciando dosagem de bilirrubina, de sais biliares, e de
provas que avaliem a funcdo hepatica, para melhor caracterizar o quadro
hepatotoxico.

Apesar das lesdes microscopicas encontradas caracterizem-se por
lesBes agudas, deve-se levar em consideracdo que, doses mais elevadas ou até
mesmo as empregadas no intoxicagdo subcrénica, utilizadas em um regime de
uso constante, diario e por um tempo mais prolongado, podera levar a lesdes

graves, podendo culminar com insuficiéncia hepatica e renal.
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Uma aproximacado de dose segura utilizada para humanos é baseada
na dose do composto que possui auséncia de efeitos toxicos na mais sensivel
das espécies testadas em estudos toxicologicos pré-clinicos de quatro semanas,
usando a NOAEL conforme estabelecido por REIGNER & BLESCH (2002). A
dose segura pode ser estimada usando a formula 1/10 x NOAEL X 70 kg x 1/10,
onde NOAEL, no nosso estudo, corresponde a menos de 75 mg/kg, ja que essa
dose ainda demonstrou presenca de sinais decorrentes de estimulacdo de
sistema nervoso central. A dose segura pode ser estimada em 42 mg/dia,
utilizando cerca de 60mg/kg. Quando comparando a dose segura com a dose
usualmente utilizada em preparacdes domésticas pela populacdo (cerca de 25
mg/dia), pode-se dizer que as pessoas estao utilizando doses com limite de
seguranca cerca 1/2 vezes menor que a dose segura estimada, 0 que permite
dizer que o uso de A. subincanum Mart. deve ser conduzido com cautela.

Os resultados aqui apresentados certamente contribuem para
avaliacdo da seguranca desta planta, pois foi possivel demonstrar que o extrato
etandlico do A. subincanum causa hepatoxicidade e nefrotoxicidade discretas,
por via oral. Porém, os efeitos do uso do guatambu como fitoterapico em outras
preparacdes e a seguranca do consumo alimentar ainda precisam ser melhor
estudadas. E necessério que sejam conduzidos mais estudos toxicoldgicos pré-
clinicos com o extrato etandlico de A. subincanum, como estudos de toxicidade
cronica e de genotoxicidade. Além disso, obviamente, deverdo ser efetuados
estudos clinicos para concluir a avaliagdo da seguranca do uso de A.

subincanum.
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