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RESUMO

Jacaranda decurrens subsp. symmetrifoliolata Farias & Proenca (Bignoniaceae) € uma
espécie conhecida popularmente por “caroba”, “carobinha” ou “carobinha-do-campo”.
E uma planta medicinal muito utilizada pela populacdo para o tratamento de diversas
enfermidades, incluindo doengas inflamatérias. No entanto, sdo escassas na literatura
informacgdes sobre avaliagGes toxicoldgicas desta espécie, apds exposicdo aguda e
subaguda, bem como, comprovacao cientifica de seus efeitos anti-inflamatorios. Dessa
forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar os possiveis efeitos toxicos, apos
exposicdo aguda e subaguda, assim como o potencial anti-inflamatério do extrato
hidroetandlico das raizes de J. decurrens (EJD) em ratos machos adultos. Para os testes
de toxicidade aguda, ratos machos foram tratados oralmente (gavage) com 0; 500; 1000
e 2000 mg/kg de massa corporal de EJD. O comportamento geral, efeitos adversos e
mortalidade foram observados durante 14 dias. Nos testes de toxicidade subaguda e
reprodutiva, os animais foram tratados oralmente com 0; 250; 500 e 1000 mg/kg/dia de
massa corporal de EJD durante 28 dias. Para a avaliacdo de efeitos anti-inflamatdrios
gerados por carragenina, os animais foram tratados oralmente com 0; 100 e 300 mg/kg
de EJD e dexametasona. Uma hora depois, 0s animais receberam uma injegéo
intraplantar de carragenina (300 pg/pata) em uma pata traseira, sendo o volume final de
50 plL/pata e na pata contra lateral o mesmo volume de salina estéril foi injetada, a qual
foi utilizado como controle. A espessura do edema de pata foi medido utilizando um
micrémetro digital, 30 min antes de qualquer tratamento e em momentos diferentes
(0,5; 1; 2 e 4 h) apos a injecdo de carragenina. Seis horas apos a injecdo de carragenina
intraplantar, as patas foram removidas e processadas para avaliacdo da atividade de
mieloperoxidase. A atividade enzimatica foi determinada pela medicdo da densidade
Optica (630 nm) e expressa como OD por mg de tecido. J. decurrens ndo provocou
alteracbes comportamentais ou morte no tratamento agudo, demonstrando que a DL50 ¢é
superior a 2000 mg/kg. O tratamento subagudo com o EJD ndo ocasionou efeitos
adversos no ganho de peso corporal, consumo de agua e racdo e nos perfis
hematologicos e bioquimicos. Adicionalmente, ndo houve alteragdes nos aspectos
macroscépicos ou microscépicos do figado e rim, indicando auséncia de toxicidade
sistémica nas doses testadas. Da mesma forma, o extrato ndo provocou toxicidade
reprodutiva apos exposicao subaguda, visto que a producdo espermatica, 0 numero de

espermatozdides no epididimo e a morfologia espermatica foram normais. A



administracdo oral de EJD, nas doses de 100 e 300 mg/kg, reduziu o desenvolvimento
do edema de pata, sendo que, na dose de 300 mg/kg, esta reducdo foi semelhante a
provocada pela dexametasona (1mg/kg). Também pode-se observar uma diminuicdo
significativa na atividade da enzima mieloperoxidase. Concluiu-se que o extrato das
raizes de J. decurrens, neste modelo experimental, ndo € toxico para ratos machos
Wistar. Além disso, o extrato apresentou propriedades anti-inflamatérias, sendo estas
propriedades provavelmente devido a presenga de constituintes bioativos como o acido

ursélico.

Palavras-chaves: Plantas medicinais; Jacaranda decurrens; toxicidade aguda;
toxicidade reprodutiva; inflamacéo; edema de pata; mieloperoxidase



ABSTRACT

Jacaranda decurrens subsp. symmetrifoliolata Farias & Proenga
(Bignoniaceae) is a species known popularly as "caroba", "carobinha™ or “carobinha-do-
campo”. It is a medicinal plant widely used by the population for the treatment of
various diseases, including inflammatory diseases. However, there is scarce literature on
toxicological information on this species, after acute and subacute exposure, as well as
scientific evidence of their antiinflammatory effects. Thus, the aim of this study was to
evaluate the possible toxic effects after acute and subacute exposure, as well as the anti-
inflammatory potential of the extract hydroethanolic of the roots of a J. decurrens (EJD)
in adult male rats. For acute toxicity tests of EJD, was evaluated by giving it orally to
adult male rats at single doses of 0, 500, 1000, and 2000 mg/kg body. The general
behavior adverse effects and mortality were observed for 14 days. In tests of subacute
toxicity and reproductive animals were treated orally with 0, 250, 500 and 1000
mg/kg/day body weight of EJD for 28 days. To evaluate the anti-inflammatory effect
produced by carrageenan animals after 12 h fasting were treated with 0, 100 and 300
mg/kg of EJD and dexamethasone. An hour later the animals received an intraplantar
injection of carrageenan (300 pg/paw) in a hind leg, and the final volume of 50 uL/paw
and contralateral paw the same volume of sterile saline, which was used as control. The
thickness of the paw edema was measured using a digital micrometer, 30 min before
any treatment and at different times (0.5, 1, 2 and 4 h) after injection of carrageenan. Six
hours after intraplantar injection of carrageenan, paws were removed and processed for
assessment of myeloperoxidase activity, which was determined by measuring the
optical density (630 nm) and expressed as OD per mg protein. No mortality or signs of
toxicity were observed in the study. J. decurrens did not cause behavioral changes or
death, in the acute treatment, demonstrating that the DL50 is greater than 2000 mg/kg.
Subacute treatment with the extract of J. decurrens did not cause adverse effects on
body weight gain, feed and water consumption and haematological and biochemical
profiles. Additionally, there were no changes in macroscopic or microscopic liver and
kidney, indicating absence of systemic toxicity at the doses tested. Similarly, the extract
did not cause reproductive toxicity after subacute exposure, as sperm production,
number of sperm in the epididymis and morphology were normal. Oral administration
of EJD, at doses of 100 and 300 mg/kg, reduced the development of paw edema, and at
a dose of 300 mg/kg, this reduction was similar to that caused by dexamethasone (1



mg/kg). You can also observe a significant decrease enzyme activity mieloperoxidase. It
was concluded that the extract of the roots of J. decurrens in this experimental model, is
not toxic to male Wistar rats. In addition, the extract showed anti-inflammatory
properties, these properties are probably due to the presence of bioactive constituents

such as ursolic acid.

Keywords: Medicinal plants; Jacaranda decurrens; acute toxicity; reproductive

toxicity; inflammation; paw edema; myeloperoxidase.



1 INTRODUCAO

Os produtos naturais extraidos de plantas exercem um papel importante no
processo de descoberta de farmacos, seja como modelos estruturais para a sintese de
moléculas novas ou pelas suas propriedades farmacologicas. Desde a Antiguidade, o
homem ja utilizava as plantas, tanto para protecdo quanto para cura e alimentagdo
(Kirby, 1996; Pinto et al., 2002).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), de 65 a 80% da populagédo
mundial, principalmente de paises em desenvolvimento, recorrem ao uso das plantas
como tratamento alternativo. Isso ocorre devido a falta de acesso aos medicamentos
industrializados, que possuem alto custo, e também por acreditarem no mito de que tudo
que € natural é in6cuo, ndo oferecendo riscos a saude (Akerele, 1993; Ernst, 2004).

Na Europa, a fitoterapia ja faz parte da medicina alopatica, sendo que extratos
de plantas e componentes ativos, além de produtos medicinais acabados, estdo descritos
em varias literaturas (Pinto et al., 2002). No Brasil, a utilizacdo de fitoterapicos esta, em
sua maioria, fundamentado no uso popular, havendo poucas espécies descritas na
Farmacopéia Brasileira (Yunes et al., 2001).

Dos poucos estudos clinicos existentes, alguns revelaram efeitos adversos em
espécies vegetais, sendo necessarios estudos toxicoldgicos para comprovar sua
seguranca (Ministério da Saude, 2006). Atualmente, agéncias reguladoras, como a
ANVISA, vém estabelecendo normas para a utilizacdo de fitoterapicos, estipulando
prazos para que a industria farmacéutica apresente dados da eficacia e seguranca destes
medicamentos (ANVISA, 2010). Assim, ndo basta o conhecimento popular da planta
medicinal, aspectos toxicologicos sdo fundamentais para que a populacéo possa utilizar
0s medicamentos naturais de forma segura e eficaz (Simdes, et al., 2004; Silva, 2006).

Jacaranda decurrens subsp. symmetrifoliolata Farias & Proencga, popularmente
conhecida como “carobinha”, ¢ uma planta encontrada com grande abundancia na
regido de Mato Grosso do Sul e, de acordo com informacdes populares, o cha de suas
raizes é utilizado como cicatrizante de feridas uterinas e ovarianas, assim como para
doencas inflamatorias e alergias (Sangalli et al., 2002; Nunes et al., 2003).

Embora sejam amplamente utilizadas pela populacdo, os efeitos gerados pelo



consumo das raizes de J. decurrens sdo desconhecidos, sendo necessario estudos para

avaliar os possiveis efeitos toxicos e o efeito anti-inflamatorio relatado pela populagéo.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Plantas Medicinais

Desde a antiguidade, plantas com propriedades terapéuticas séo utilizadas
como uma alternativa para o tratamento e prevencdo de uma variedade de enfermidades.
Mesmo em décadas recentes, com 0s grandes avancos observados no mercado
farmacéutico, as plantas ainda contribuem de maneira significativa na satde mundial
(Calixto, 2000; Calixto, 2005)

A OMS destaca que boa parte da populagdo mundial, principalmente de paises
em desenvolvimento, recorre ao uso das plantas como tratamento alternativo, devido ao
alto custo de medicamentos industrializados e, também, por acreditarem no mito de que
tudo que ¢ “natural” ndo oferece riscos a saude (Akerele, 1993; Ernst, 2004). Em estudo
realizado em Belo Horizonte, 60% da populacdo relatou que ndo acredita que plantas
medicinais provocam efeitos toxicos e ainda usam frases como “é natural, ndo tem
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quimica”, “se bem nao fizer, mal ndo faz”, “tudo sem efeito colateral, ndo ¢ igual ao da
Farmacia”, “ndo tem contra-indicacao”, “¢ bom porque posso tomar quantas vezes eu
quiser” (Oliveira e Gongalves, 2006).

Porém o uso e conhecimento popular ndo sao suficientes para valida-las como
medicamentos eficazes e seguros. Estima-se que até 15% de um total de 250.000
espécies de plantas superiores tenham sido sistematicamente investigadas para a
presenca de compostos bioativos (Cragg e Newman, 1999), o que demonstra a
importéncia de ser dada continuidade a esses estudos, comprovando a seguranca, ou
seja, a avaliagdo da relagdo risco/beneficio através de estudos farmacoldgicos,
farmacodinamicos e toxicoldgicos pre-clinicos e clinicos de medicamentos (Capasso et
al., 2000; Zatta, 2009).

As plantas medicinais estdo amplamente distribuidas em diversas areas,
sobretudo nos paises tropicais (Calixto, 2000; Di Stasi et al., 2002). No Brasil, as
especies utilizadas sdo principalmente nativas, sendo obtidas de forma extrativista e
seus principios ativos sdo desconhecidos, ja que muito pouco se sabe do ponto de vista
farmacoldgico e toxicoldgico (Nunes et al., 2003).

A regido Centro-Oeste é bastante conhecida por sua extensa flora e fauna e



pelas culturas populares presentes, que englobam diferentes origens étnicas e que sdo
usuarias destes recursos naturais. Consequentemente, a aquisi¢cdo e o uso de plantas
medicinais é uma pratica comum nas cidades dessa regido. Campo Grande, Capital do

Mato Grosso do Sul, é um exemplo claro dessa pratica (Nunes et al., 2003).

2.2 Jacaranda decurrens

A espécie Jacaranda decurrens subsp. symmetrifoliolata Farias & Proenca
(Figura 1), pertence a familia Bignoniaceae (Dicotyledonae) da ordem Lamiales e
subclasse Euasteridae. Esta planta, conhecida popularmente como ‘“carobinha-do-
campo”, “carobinha” ou “caroba”, ¢ uma subespécie endémica do cerrado (Bertoni et
al., 2010). Popularmente, tanto as raizes quanto as folhas séo utilizadas por infusdo com
dgua ou vinho, conhecidas como ‘“garrafada”, e apresentam propriedades
antirreumaticas, antisifiliticas, anti-inflamatorias, entre outras (Maroni et al., 2006).

Os constituintes quimicos reconhecidos na familia Bignoniaceae sdo as
naftoquinonas, do tipo lapachol e seus derivados (o-lapachone e [B-lapachone),
glicosideos iridoides, alcal6ides, flavonas, triterpenos, polifendis, taninos e 6leos de

sementes (Hegnauer, 1989).

Figura 1. Flor da espécie Jacaranda decurrens subsp. symmetrifoliolata.



As investigagdes atuais concentram-se em compreender o modo de acdo da f-
lapachone. Este composto tem um efeito potencial na terapia contra o cancro, ndo
somente por sua acao citotoxica (por exemplo, contra o cancer de mama, pulmao, coélon,
préstata e pancreas), mas também como um agente radiosensibilizante que inibe o
reparo de DNA em células defeituosas, apds a irradiacdo, induzindo a apoptose e a
prevencéo da carcinogénese (Krishnan e Bastow, 2001; Bentle et al., 2006; Bey et al.,
2007).

Estudos farmacoldgicos revelaram que a espécie J. caucana, da mesma familia
que J. decurrens, possui propriedades antitumorais, citotoxicas, anti-helminticas e anti-
hipertensivas (Ogura et al., 1977; Weniger et al., 2001; Nicasio e Meckes, 2005).
Jacaranona foi demonstrada ser o composto responsavel pela atividade citotoxica e
antitumoral desta planta (Ogura et al., 1977).

J& as espécies de J. decurrens apresentam propriedades farmacoldgicas como
antioxidante (Carvalho et al., 2009), antimicrobiana (Zatta, 2009), antitumoral (Ogura et
al., 1977), antiviral, hepatoprotetora e imunorreguladora (Varanda et al., 1992;
Subbaramaiah et al., 2000). Estudos sugerem que composto responsavel por estas
atividades € o é&cido ursélico, porém outros compostos podem estar relacionados
(Varanda et al., 1992; Subbaramaiah et al., 2000; Zatta, 2009; Carvalho et al., 2009).

Analises realizadas em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
evidenciaram a presenca dos triterpenos, &cido ursélico, oleandlico e flavondides
glicosilados em fragcOes do extrato das folhas de J. decurrens (Carvalho et al., 2009).
Em testes realizados com as folhas de J. decurrens, foi constatada a presenca de
flavonoides heterosideos, saponinas e cumarinas (Zatta, 2009), podendo esses
compostos apresentar atividades anti-inflamatdria, antifdngica, espermicida,
expectorante, vasodilatadora e diurética (Subbaramaiah et al., 2000; Carvalho et al.,
2009).

Segundo estudo realizado por Dalla Vechia (2009), envolvendo a molécula do
acido oleandlico e acido ursolico (Figura 2), pode-se observar que o esqueleto oleanano,
é necessario para a atividade citotoxica, porém o esqueleto ursano é mais potente do que
0 aleanano, por possui um grupamento doador de ligacao de hidrogénio na posi¢ao 3 ou
na posicgao 28 que potencializa a atividade citotoxica.
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Figura 2. Estrutura quimica do &cido oleandlico (1) e acido ursolico (2).

Os mecanismos de acdo envolvidos nessa atividade antitumoral estdo
relacionados com inibicdo de enzimas metabolicas do DNA, inducdo da apoptose,
interferéncia com o gene p53, vias de sinalizagdo PI3K/Akt (fosfatidilinositol 3-cinase)
e MAPK (proteina cinase ativada por mitdégeno) e interferéncia com o fator de
transcricdo NF-xB (fator nuclear-kappa B) (Dalla Vechia, 2009).

Em estudos realizados por Arena e colaboradores (2011) evidenciou que o
extrato aquoso das raizes de J. decurrens, administrado em ratas prenhes e lactantes,
provoca alteragfes no inicio do desenvolvimento reprodutivo dos descendentes machos,
como antecipacdo da idade de descida testicular e reducdo no peso absoluto e relativo
do testiculo e epididimo dos animais com 60 dias de idade, indicando uma toxicidade do
extrato nesta fase do desenvolvimento reprodutivo. Assim, torna-se importante realizar
avaliacdes toxicologicas em outras fases da vida, e utilizando periodos prolongados de

exposicdo ao extrato.

2.3 Avaliagdes Toxicologicas

Com o crescimento do interesse das industrias farmacéuticas multinacionais na
comercializagdo de plantas medicinais, estudos para avaliar a seguranga terapéutica,
eficAcia e beneficios desses produtos também tém aumentado nos ultimos anos
(Calixto, 2005). Entretanto, poucas plantas selecionadas para uso medicamentoso tém

sido avaliadas. Assim, a extensa diversidade de plantas medicinais consumidas pela



populacdo, sem experimentos cientificos comprobatorios, torna-se um fato preocupante.

A fim de garantir o acesso seguro e uso racional de plantas medicinais e
fitoterapicos no pais e fortalecer a distribuicdo do mesmo pelo SUS (Sistema Unico de
Saude), o Ministério da Saude implantou a Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos, através do Decreto n° 5.813, de 22 de junho de 2006, que estabelece
diretrizes para desenvolvimento de tecnologias e inovagdes, assim como O
fortalecimento das cadeias e dos arranjos produtivos e o0 uso sustentdvel da
biodiversidade brasileira (Ministério da Saude, 2006).

Para que uma planta medicinal seja utilizada de maneira segura pela populacéo,
uma série de testes toxicologicos devem ser realizados. A ANVISA propds um roteiro
para 0s estudos toxicoldgicos de fitoterapicos, publicado em 03 de marco de 2010:
GUIA PARA A CONDUCAO DE ESTUDOS NAO CLINICOS DE SEGURANCA
NECESSARIOS AO DESENVOLVIMENTO DE MEDICAMENTOS. Este guia
contém os parametros minimos para realizacdo de toxicologia pré-clinica evidenciando
a necessidade de melhoria da qualidade técnica dos fitoterapicos (ANVISA, 2010).

Os estudos de um novo medicamento fitoterapico seguem etapas bastante
distintas, que se diferenciam basicamente pelo sujeito da experimentagdo. A primeira
delas, a etapa boténica, esta relacionada a identificacdo do material de estudo. A etapa
farmacéutica esta relacionada ao preparo da forma farmacéutica para administracao,
com a garantia da qualidade e uniformidade da amostra, assim como com sua
estabilidade durante os testes pré-clinicos e clinicos. A etapa de ensaios bioldgicos pré-
clinicos relaciona-se aos ensaios farmacol6gicos e toxicolégicos em animais de
laboratdrio, a fim de determinar experimentalmente o grau de seguranca. O objetivo dos
testes pré-clinicos é de mostrar a eficacia de material, pois sem ela ndo ha razéo para o
estudo. A etapa clinica € a executada na espécie humana, apenas se existirem indicacoes
seguras de que os beneficios do uso medicinal do novo produto superam os riscos de
uma possivel agdo toxica (ANVISA, 2010).

Os testes mais utilizados sdo os de toxicidade aguda, subaguda e crénica. O
estudo da toxicidade aguda tem por finalidade identificar efeitos gerados a partir de uma
unica exposic¢do ou maltiplas exposi¢des em um periodo de 24 horas, como € o0 caso das
intoxicacOes acidentais. Ja os testes por tempo prolongado (subagudo e crénico) tém a
finalidade de descobrir efeitos qualitativos ou quantitativos diferentes produzidos pelo
maior tempo de exposi¢do ao produto e, também, medir a laténcia para instalacdo dos

efeitos toxicos e 0 acumulo do produto no organismo (Simdes et al., 2004).



Qualquer substancia pode apresentar caracteristica toxica, depende apenas da
concentragéo, via de administracdo ou exposicdo e a frequéncia desse contato (Simdes
et al., 2004; Silva, 2006; Sowemimo et al., 2007). Para validar essas informacoes,
varias andlises toxicologicas ja foram realizadas em plantas de uso medicinal, e muitas
destas analises revelaram a presenca de efeitos toxicos em diversas espécies vegetais
(Ikegami et al., 2003; Buenz et al., 2007; Mabeku et al., 2007; Sowemimo et al., 2007).
Como exemplo, pode-se citar o caso da Aloe vera L. (babosa) que apesar da acgédo
cicatrizante, antibacteriana, antifungica e antivirética, também pode apresentar acéo
nefrotoxica em doses altas (Matos, 2000). O Phyllanthus amarus Schum. et Thonn.
(quebra-pedra) também pode ser considerado toxico em altas doses, devido a presenca

dos alcaldides pirrolizidinicos (Matos, 2000).

2.4 Toxicidade Sistémica

Existem algumas organizagdes que preconizam diretrizes em relacdo aos testes
toxicoldgicos, estes entdo podem ser divididos em relacdo ao tempo de exposi¢do do
agente estudado, sendo subdividido em exposicdo de dose Unica ou doses repetidas. Nos
testes de toxicidade sdo avaliados pardmetros comportamentais, hematoldgicos,
bioquimicos e histopatoldgicos (OECD, 1996; 2008; ANVISA, 2010).

Alguns dos sinais de intoxicacdo sistémica aparente sdo a reducdo da massa
corporal dos animais experimentais, diminuicdo do consumo de agua e ragdo e
alteracbes comportamentais (Jahn e Gunzel, 1997; Rauber et al., 2006). Essas
alteracdes podem estar diretamente relacionadas a influéncia de substancias em 6rgaos
como figado, rim e outros.

O figado € um 6rgdo muito suscetivel a agressées quimicas que podem resultar
em processos inflamatdrios ou necrosantes. O grau da lesdo hepatica provocada por
injuria quimica ou bioldgica pode variar, podendo levar a alteragdes leves das enzimas
hepéticas, sem desenvolvimento de sintomas clinicos, até casos mais graves de
insuficiéncia hepatica aguda ou crénica (Rauber et al., 2006).

Em fase inicial, a lesdo hepética pode ser detectada a partir do aumento dos
niveis de enzimas hepaticas no sangue. Esse aumento pode ser ocasionado devido a
necrose celular ou aumento da permeabilidade celular. Algumas enzimas podem ser
utilizadas como indicadoras de lesdo hepatica, sdo elas: aspartato-aminotransferase

(AST), alanina-aminotransferase (ALT), gama-glutamiltransferase (6-GT) e fosfatase



alcalina (ALP) (Gonzaélez et al., 2006; Rauber et al., 2006; Brandt et al., 2009).

AlteracBes hepéticas podem ser evidenciadas pelo aumento de ALT e AST.
Porém a enzima AST também pode ser encontrada no miocardio, musculo esquelético,
rim e cérebro, podendo indicar lesdo nesses tecidos, quando o valor de ALT esta
normal. A persisténcia de altos niveis de AST pode indicar dano tecidual irreversivel
(O'farrell et al., 1995; Ely et al., 2000). A enzima 6-GT apresenta grande atividade nos
rins e no figado, porém no plasma é encontrada somente a de origem hepatica, pois a
renal é eliminada na urina.

A avaliacdo da nefrotoxicidade induzida quimicamente deve incluir urindlise,
sorologia bioquimica e a histopatologia, para fornecer um perfil razodvel dos efeitos
funcionais e morfologicos de um composto sobre o rim. O aumento de proteinas na
urina pode ser indicativo de um aumento na permeabilidade do glomérulo, uma vez que
as proteinas ndo passam no filtro renal, no entanto, o consumo de ragdo com elevado
teor de proteinas deve ser considerado. A excrecdo de proteinas de alto peso molecular,
como albumina, é sugestiva de lesdo glomerular, enquanto a excrecdo de proteinas de
baixo peso molecular sugere lesdo no tubulo proximal (Klaassen, 2007).

A creatinina pode auxiliar na avaliacdo da filtracdo glomerular, pois é
normalmente filtrada pelo glomérulo. O aumento das concentracBes séricas sugere uma
diminuicdo na filtracdo glomerular, todavia o aumento deste metabdlito no sangue nédo
reflete necessariamente uma leséo renal induzida por um composto quimico, mas podem
ser secundarios a desidratagdo, hipovolemia ou catabolismo de proteinas (Klaassen,
2007).

A diminuicdo da filtracdo glomerular, de forma geral, leva ao aumento das
concentracdes plasmaticas de creatinina e uréia. Em ratos, niveis plasmaticos alterados
para uréia ndo sdo bons indicativos de leséo renal, mas alteracdes na creatinina podem
ser um indicador confiavel para avaliar a lesdo, pois seu nivel sérico ndo é influenciado

pela dieta, idade ou sexo (Gonzalez et al., 2006).
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2.5 Toxicidade Reprodutiva

A capacidade de reproduzir € um fendmeno essencial para a manutencdo dos
genes ao longo das geracOGes. Entretanto, tal processo pode sofrer alteragdes em
decorréncia de variagdes no meio ambiente e exposicdo a algumas substancias. A
compreensdo de como o meio pode interferir de forma positiva ou deletéria na
fertilidade torna-se essencial para a manutencdo da capacidade reprodutiva, assim,
estudos de toxicidade reprodutiva, tanto em machos quanto em fémeas, devem ser
considerados como parte do processo de avaliacdo da seguranca das plantas medicinais,
o0 qual complementa os estudos toxicoldgicos sistémicos (Dalsenter et al., 2004).

Estudos revelam que muitos animais ja foram afetados por substancias
denominadas de desreguladores enddcrinos. Entre as repercussdes, figuram a disfuncéo
da tiredide em aves e peixes; a diminuicdo da fertilidade em aves, peixes, crustaceos e
mamiferos; a diminuigdo do sucesso da incubacdo em aves, peixes e tartarugas; graves
deformidades de nascimento em aves, peixes e tartarugas; anormalidades metabdlicas
em aves, peixes e mamiferos; entre outras (Wang et al., 1987; lyaniwura, 1989;
Kligerman et al., 1993; Ito et al., 1995; Caldas e Souza, 2000; Andersen et al., 2002;
Castillo et al., 2002; Stevenson et al., 2011).

Anormalidades relacionadas ao sistema reprodutivo em seres humanos também
foram observadas, tais como, aumento do nimero de casos de criptorquidia, hipospadia,
abortos, reducdo da libido, prejuizos na producdo espermatica, impoténcia, assim como
maior incidéncia de tumores de testiculo e préstata (Baker, 2001; Sultan et al., 2001;
Garry et al., 2002).

Estudos demonstram que algumas plantas medicinais podem ocasionar
alteracdes no sistema reprodutor masculino, sendo caracterizado por alteragdes celulares
principalmente nos testiculos e epididimo, que levam a diminui¢cdo na producdo e no
numero de espermatozoides, reducdo dos niveis de testosterona e alteracdes na
morfologia espermatica, resultando em efeitos antiespermatogénico e antifertilidade
(Gupta et al., 2000; Gupta et al., 2007; Yunianto et al., 2010). Entretanto, pesquisas in
Vvivo e in vitro revelam que algumas plantas medicinais podem restabelecer o quadro de
infertilidade do sistema reprodutor masculino (EI-Ashmawy et al., 2007; Kenjale et al.,
2008; Chakraborty e Verma, 2009; Chan et al., 2009).

Para compreendermos melhor como uma substancia pode afetar o sistema

reprodutor masculino, € interessante entender sua fisiologia.
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2.5.1 Aspectos gerais da morfologia e fisiologia do sistema reprodutor masculino

O sistema reprodutor masculino da maioria dos mamiferos é composto por

testiculos, epididimo, ducto deferente e glandulas sexuais e 6rgao copulador (Figura 3).

Vesicula seminal

Prostata
Ducto deferente

&

Testiculo <

» Epididimo

Figura 3. Orgaos reprodutores de rato macho Wistar.

Os testiculos podem ser divididos anatomicamente e funcionalmente em duas
partes: tdbulos seminiferos e tecido intersticial, responsaveis pela espermatogénese e
pela esteroidogénese, respectivamente (Rodriguez e Favaretto, 1999). Os tubulos
seminiferos sdo constituidos por tecido peritubular e epitélio seminifero composto por
células de Sertoli que sdo principalmente responsaveis pela protecdo e nutricdo as
células da linhagem germinativa (espermatogbnias, espermatocitos e espermatides, em
animais adultos). O tecido intersticial localizado entre os tabulos seminiferos,
constituido por tecido conjuntivo frouxo no qual é ricamente vascularizado e com
células de Leydig, responsaveis pela producdo de andrégenos, principalmente
testosterona a qual pode ser posteriormente convertida em uma variedade de outros
esterdides (Clermont, 1972; Junqueira e Carneiro, 2000; Gartner e Hiatt, 2007). A
funcdo testicular é regulada por uma série de relagdes entre o hipotdlamo, a hipdfise, os
horménios testiculares e 0 compartimento germinativo.

O epididimo, um tdbulo Unico altamente enovelado, pode ser dividido em trés
partes morfoldgicas, sendo elas: cabeca (segmento proximal), corpo e cauda. Estas
porcdes podem ser diferenciadas pela altura do epitélio e a distribui¢éo e quantidade dos
tipos celulares. Seu epitélio pseudoestratificado ciliado possui seis tipos celulares:
basais, principais, estreitas, halos, claras e apicais (Hermo e Robaire, 2002). A cabeca e

0 corpo sao responsaveis pela maturagdo (motilidade e capacidade de reconhecimento e
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penetracdo pela zona pellcida do odcito) e na cauda ocorre o armazenamento dos
espermatozdides (Jones, 1999; Junqueira e Carneiro, 2000; Gartner e Hiatt, 2007).

Ja as glandulas anexas constituidas por prostata, vesicula seminal e glandula
bulbouretral auxiliam na formacdo do fluido seminal, que garante energia para a
mobilidade, protecdo e estabilidade ao espermatozodide em relacdo a fatores externos
como o pH &cido (Gupta et al., 2006; Reboredo et al., 2007; Boareto et al., 2008).

A vesicula seminal consiste de um ducto Unico muito dilatado e enovelado.
Este ducto é revestido por um epitélio pseudo-estratificado pregueado, constituido por
células epiteliais secretoras e células basais. A camada muscular lisa que reveste o 6rgao
é constituida por duas ldminas: uma interna, de fibras circulares, e outra externa, de
fibras longitudinais. A luz é ocupada pelo produto de secrecdo, de aspecto hialino
(Hayward et al., 1996a; 1996b).

A prostata é formada por um conjunto de glandulas tubuloalveolares
ramificadas, cujos ductos desembocam na uretra prostatica. O epitélio € colunar simples
formado por células secretoras, basais e neuroenddcrinas. Ela é envolta por uma capsula
fibroelastica rica em musculo liso, que envia septos para o interior da glandula. No
homem, este 6rgdo é compacto (alobular) apresentando trés zonas: central, periférica e
de transicdo. No rato, a prostata é dividida em quatro pares de I6bulos definidos como
préstata anterior, dorsal, ventral e lateral (Roy-Burman et al., 2004).

Os produtos de secre¢do da vesicula seminal e prostata contribuem para a
nutricdo e suporte dos espermatozéides fora do trato genital masculino. As funcGes
destas glandulas sdo dependentes de estimulo androgénico como a testosterona, que
atua diretamente nos 6rgaos sexuais acessoérios masculinos (Mann, 1974).

Contudo, este sistema € muito sensivel a acdo de fatores nocivos, pois sua
exposicdo a determinados agentes toxicos podem interferir na maturacdo sexual, na
producdo e no transporte de gametas, no ciclo espermatogénico, no comportamento
sexual e/ou na fertilidade. Plantas tém sido associadas a alteragdes no eixo hipotalamo-
hipéfise-gbnada (Ernst, 2004; Capasso et al., 2000). Neste contexto, a toxicidade do
sistema reprodutor geralmente é determinada a partir da avaliagdo dos efeitos
produzidos no eixo hipotalamo-hipofise, no funcionamento das génadas, no epididimo e
nas glandulas sexuais acessorias (Ferreira e Medeiros, 2000; Gupta et al., 2006;
Reboredo et al., 2007; Boareto et al., 2008).

O comprometimento da fungdo reprodutiva de seres humanos e de espécies

animais tem sido motivo de especial preocupacdo nos ultimos anos, pois muitos fatores
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podem interferir nos componentes e na funcgdo reprodutiva e ocasionar infertilidade e
outras alteragbes funcionais e estruturais. Doencas, fatores psicologicos, estresse,
variacdes hormonais e exposicdo a substancias quimicas sdo alguns dos fatores que
contribuem para o surgimento de distarbios no sistema reprodutor masculino (Neubert,
1997). Atualmente, ha evidéncias de que a quantidade e a qualidade espermatica em
homens e outros animais tem diminuido (Jégou et al., 1999; Paumgartten, 2003; Bila e
Dezotti, 2007), em paralelo com o aumento de problemas no trato reprodutor masculino,
tais como cancer testicular, criptorquidia e hispospadia.

Tem sido demonstrado que varias plantas medicinais podem afetar a producéo
espermatica e/ou 0 nuimero de espermatozoides no epididimo, comprometendo a
fertilidade de animais expostos (Mazaro et al., 2002; Gupta et al., 2006; Gupta et al.,
2008). Estudo realizado com o extrato aquoso de Chromolaena odoratum, nas doses de
250 e 500 mg/kg, demonstrou possuir atividade antiandrogénica, pois reduziu o nimero
de espermatozbides em ratos machos expostos oralmente durante 14 dias (Yakubu et
al., 2007). O extrato de Zingiber officinale Roscoe (gengibre) também provocou
alteracdes nos testiculos e epididimo apds uma Unica dose de 2000mg/kg em ratos
(Rong et al., 2009).

Atualmente, uma especial atencdo tem sido dada a quimicos ambientais que
podem desregular a funcdo enddcrina, atuando como estrogenos (Sharpe, 1994; Toppari
et al., 1996). Os fitoestrogenos sdo substancias presentes nas plantas que podem
mimetizar a acdo de hormdnios naturais do organismo, interferindo com o sistema
enddcrino e acarretando diversos prejuizos para o trato reprodutor masculino. Vérias
plantas ja foram identificadas contendo compostos que atuam como fitoestrogenos,
como por exemplo a isoflavona encontrada no grdo de soja, brotos de alfafa, sementes
de linhaca e trevo vermelho (U.S. EPA, 1997; Clapauch et al., 2002).

Mesmo possuindo importantes atividades bioldgicas, poucos estudos avaliaram
0s possiveis efeitos toxicos de J. decurrens. A avaliagdo da toxicidade aguda ao extrato
etanolico de J. decurrens, demonstrou que as folhas apresentam baixa toxicidade aguda
em ratos Wistar fémeas (Zatta, 2009). Por outro lado, estudos realizados em nosso
laboratdrio, utilizando o extrato aquoso das raizes de J. decurrens durante o periodo
gestacional e lactacional, verificou-se uma alteracdo no desenvolvimento inicial do
sistema reprodutor da prole masculina (Arena et al., 2011). Assim, em virtude desses
resultados, torna-se importante avaliar se distarbios reprodutivos ocorreriam também

apos exposicdo subaguda (durante 28 dias) a esse extrato, o qual é indiscriminadamente
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utilizado pela populagéo.

2.6 Inflamacéo

O processo inflamatorio ocorre como resposta do tecido a lesdo celular e
caracteriza-se por um mecanismo complexo que ndo pode ser atribuido a um Unico
fator, por isso possui capacidade de manifestar-se a partir de qualquer agente lesivo,
podendo ser fisico (uma queimadura ou trauma), bioldgico (microorganismo) ou
quimico (substancia céustica) (Sharon, 2000; Silva, 2006).

A inflamacdo pode ser classificada com relacdo ao tempo de duragdo em:
aguda e crénica. A inflamacdo é caracterizada por febre, dor, rubor e edema, sendo
esses definidos como sinais primarios da inflamacdo, enquanto a fase crénica é
caracterizada pela proliferacéo celular (Sharon, 2000).

Quando o tecido é lesado, observa-se a liberacdo de substancias vasoativas,
consequentemente, ocorre um aumento no fluxo e diminuicdo da velocidade sanguinea
local e aumento na permeabilidade dos capilares, contribuindo para os sinais de calor e
vermelhiddo. Em seguida ocorre a ativacdo de células endoteliais e dos leucdcitos
circulantes, que passardo a expressar moléculas de adesdo, permitindo a migracdo
transendotelial dos leucécitos com extravasamento de liquido para os tecidos,
resultando em edema e dor (Silva, 2006).

Essas alteragcdes séo iniciadas pelas citocinas (interleucinas - IL) produzidas
pelos macrdfagos ativados. Inicialmente ocorre a liberagcdo de mediadores inflamatorios
importantes na producdo da dor na inflamacdo, como a IL-1, IL-6, fator de necrose
tumoral o (TNF-a), prostaglandinas (PG), histamina, leucotrienos, serotonina,
adenosina e substancia P. A bradicinina € responsavel pela liberacdo de PG, citocinas
(IL-1 e TNF-a) e radicais livres, e também estimula e sensibiliza os neurdnios sensoriais
e simpaticos poés-ganglionares, influenciando no calibre do vaso, provocando um
aumento na permeabilidade vascular, que permite a exsudacdo de liquido contendo
componentes das cascatas de enzimas para 0 espaco extravascular, a degranulacdo dos
mastocitos, liberando histamina e outros mediadores inflamatorios, produz dor pelo
estimulo direto dos nociceptores sensibilizados pelas PG e citocinas. A hiperalgesia
produzida pela bradicinina € mediada pelo TNF-0, que estimula a liberagdo das
citocinas IL-1 e IL-8 (Silva, 2006; Rang, et al. 2007).

A partir da esterificacdo dos fosfolipideos das membranas celulares é liberado
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0 &cido araquidonico, que pode ser metabolizado através de duas vias enzimaticas: a via
das cicloxigenases (COX) que desencadeia a biossintese das prostaglandinas,
prostaciclinas e tromboxanos (TX), e a via das lipoxigenases responsavel pela sintese
dos leucotrienos, lipoxinas e outros compostos (Silva, 2006).

A via da COX possui duas isoformas principais, COX-1 e COX-2. A COX-1 é
uma enzima que atua como regulador homeostatico no organismo, sendo responsavel
pela producdo de PG envolvidas na citoprotecdo gastrica, na agregacdo plaquetéaria, na
auto-regulacdo do fluxo sanguineo renal e no inicio do parto, estando presente na
maioria das células. A COX-2 ¢ induzida por estimulos inflamatorios, e é responsavel
pela producdo dos mediadores prostandides da inflamagdo, porém suas funcbes ndo
estdo totalmente esclarecidas, como é o caso de COX-2 presente no sistema nervoso
central. Ambas as enzimas podem formar PGE,, PGl,, PGD,, PGF,,, e TXA; (Rang, et
al., 2007).

2.6.1 Carragenina

Na década de 60, a carragenina (Cg) passou a ser muito utilizada
experimentalmente, principalmente por sua habilidade em induzir uma reagdo
inflamatdria aguda (Di Rosa et al., 1972). Apesar da falta de conhecimento da patogenia
dessa reacdo, muitos compostos anti-inflamatorios foram desenvolvidos baseados nesse
ensaio.

A principal fonte de carragenina € a alga Chondrus crispus, também conhecida
como Irish Moss, encontrada em Carragheen (Waterford, Irlanda), onde cresce
abundantemente. Posteriormente, material de composicdo semelhante e propriedades
similares foi isolado de outras algas, tais como Gigartina stellata, Rhodumenia palmata
e outras (Di Rosa et al.,1972).

A carragenina extraida da Chondrus crispus € um polissacarideo sulfatado que
pode ser separado em dois compostos. Uma fragdo transforma-se em gel sob a acdo do
ion potassio e é designada como K, e a outra que é insensivel ao potassio, foi chamada
de lambda (A). As fragdes K e A representam, respectivamente, 40% e 60% do extrato
ndo fracionado (Di Rosa et al.,1972).

O uso da carragenina como irritante para induzir a formagéo de edema na pata
de rato foi introduzido por Winter e colaboradores (1962). Logo em seguida, o efeito da

indometacina foi ensaiado com a utilizacdo desse procedimento, o qual, com pequenas
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modificagOes, tornou-se um dos métodos mais populares como teste para avaliagdo de
drogas e terapias anti-inflamatorias. Classicamente, a primeira fase (1-2h) do edema de
pata induzido por carragenina é caracterizada pela liberacdo de histamina, serotonina e
bradicinina, enquanto a segunda fase (3-4h) tem sido correlacionada com a elevada
producdo de prostaglandinas (Di Rosa et al., 1971). A infiltracdo local de neutréfilos
também contribui para a resposta inflamatéria nesse modelo (Di Rosa et al., 1972),

2.6.2 Fisiologia do edema de pata

O movimento de fluidos dentro e fora da microcirculacdo é regulado pelo
equilibrio entre a pressao hidrostatica intravascular, que tende a forcar a saida do fluido
dos vasos, e pelo efeito oposto da pressdo osmotica exercido pelas proteinas
plasmaéticas, que tendem a reter o fluido dentro dos vasos, fenbmeno conhecido como
lei de Starling. Porém, durante a resposta inflamatéria aguda, ocorre aumento da pressao
hidrostatica na microcirculacdo e passagem dos fluidos através dos pequenos vasos,
tornando-0s mais permeaveis as proteinas plasmaticas. Quando tais proteinas deixam 0s
vasos e entram no intersticio, a pressdao osmética aumenta e provoca a saida de mais
fluido para o intersticio, originando o edema e aumentando a viscosidade sanguinea, que
tende a desacelerar o fluxo (estase sanguinea). A estase sanguinea favorece a adesdo
leucocitaria, e forma, assim, o exsudato inflamatdrio, principal caracteristica da resposta

inflamatoria aguda (Michel e Curry, 1999).

2.6.3 Mieloperoxidase

A mieloperoxidase (MPO), uma hemeproteina abundante em neutréfilos e
monocitos, € localizada nos granulos azurofilos primarios desses leucocitos e é
secretada no meio extracelular e no compartimento fagolisossomal apés ativacdo do
fagocito por uma variedade de estimulos, sendo eficiente na morte de microrganismos
(Buchmann et al., 2002; Wieslander et al., 2011). Por apresentar essas caracteristicas,
tem sido utilizada para a quantificacdo da MPO tecidual, como marcador inflamatorio
(Wieslander et al., 2011).

Seu mecanismo da acdo envolve a reacdo de sua forma ferrica com H,0,
(perdxido de oxigénio), levando a formacdo da MPO-I através da transferéncia de dois
elétrons (Abu-Soud e Hazem, 2000). A MPO 1 pode oxidar ions CI" formando o acido
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hipocloroso, promovendo assim danos tissulares. Este poderoso oxidante reage com
duplas ligacbes de lipidios, ocasionando uma peroxidagdo lipidica, o que leva ao
aumento da permeabilidade de membranas celulares. (Halliwell e Gutteridge, 1993;
Sgarbi et. al., 2006;). Recentemente verificou-se, com grande repercussdo na
comunidade cientifica mundial, o fato de que o nivel sérico da MPO mostrou ser o
melhor biomarcador preditivo de acidentes cardiovasculares, inclusive quando o nivel
de troponina sérica esta dentro do valor normal (Askari et. al., 2003; Melanson e Green,
2006; Lewandowski, 2006). Estes achados reforcam a importancia dessa enzima na
génese de processos inflamatorios cronicos. Talvez um dos melhores exemplos disso
seja 0 envolvimento desse oxidante na aterogénese. De fato, é largamente conhecida e
aceita a hipotese da modificacdo oxidativa da lipoproteina de baixa densidade (LDL) na
origem e progressdo do processo aterosclerético. A MPO é uma enzima chave neste
processo, onde através da geracdo de 4acido hipocloroso pode iniciar processos
oxidativos como a geracdo da 3-clorotirosina, que tem sido reportada como uma
caracteristica do envolvimento da MPO em processos patoldgicos. A presenca deste
aminoacido oxidado ja foi detectada em LDL isolada em lesdes ateroscleréticas em
humanos (SHAO et. al.. 2006).

2.6.4 Dexametasona

A dexametasona € um glicocorticéide que possui um amplo espectro de acéo,
sendo um potente anti-inflamat6rio e imunossupressor, uma vez que seu efeito leva a
inibicdo da producdo de vérias citocinas. E cerca de vinte e cinco a trinta vezes mais
potente que seu analogo natural, o cortisol. Seus efeitos sdo mediados em sua maioria
por receptores celulares de glicocorticoides que sdo amplamente distribuidos (Parfitt et
al., 1999).

A molécula deste farmaco (Figura 4) apresenta grupos que Sao essenciais para
suas caracteristicas, como a presenca de hidroxila na posi¢do C11 e C17 (circulo 4 da
Figura 4) é a responsavel pela atividade glicocorticoide. Diferente de outros analogos,
este farmaco apresenta propriedades mineralocorticoides reduzidas por possuir o grupo
metil na posi¢do C16 (circulo 3 da Figura 4), e é aproximadamente trinta vezes mais
potente que seu analogo natural, o cortisol, sendo o fluor na posicdo C9 (circulo 2 da
Figura 4) o responsavel pelo aumento da poténcia. Assim sendo, a dexametasona é um

glicocorticéide muito potente, com fraca atividade mineralocorticoide (Silva, 2006).
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Os efeitos da dexametasona sdo mediados em sua maioria por receptores
celulares de glicocorticoides que sdo amplamente distribuidos (Silva, 2006). Ela age
sobre vasos sanguineos, diversos mediadores, precursores e tipos celulares inflamatérios

e tem atividade marcante sobre o sistema imunologico (Rang, et al., 2007).

Figura 4. Estrutura molecular da dexametasona, com marcagdo nos grupos
essenciais a atividade anti-inflamatoria dos glicocorticoides. (Silva, 2006)

H;C

Figura 5. Estrutura do acido ursélico (Subbaramaiah et al. 2000).

Por ser amplamente utilizada pela populacdo para o combate de doencas
inflamatdrias e apresentar em sua composicdo o acido ursélico (Figura 5) que é
semelhante a dexametasona torna-se importante a realizacdo de estudos cientificos que

comprovem as possiveis propriedades anti-inflamatérias do extrato de J. decurrens.
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3 OBJETIVOS

Objetivo Geral

O objetivo geral do presente estudo é avaliar os possiveis efeitos toxicos
(sistémicos e reprodutivos) e atividade anti-inflamatéria do extrato hidroetandlico das
raizes de Jacaranda decurrens subsp. symmetrifoliolata (carobinha) em ratos machos

adultos, ap0s exposicdo aguda e subaguda.

Objetivos Especificos

o Verificar a toxicidade aguda e subaguda do extrato hidroetanélico de J.
decurrens em ratos machos adultos, através de analise bioquimica, hematolégica e
histopatoldgica de rins e pulmao;

. Avaliar a toxicidade reprodutiva, ap6s exposi¢do subaguda ao extrato de
J. decurrens em ratos machos adultos, através da analise de pesos de Orgédos
reprodutores, contagem de células germinativas, analise morfolégica de
espermatozdides e analise histopatoldgica do testiculo e epididimo.

e  Avaliar o potencial anti-inflamatdrio do extrato hidroetanolico das raizes

de J. decurrens, através da inducdo do edema de pata por carragenina.
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5 Artigo 1

Este trabalho deu origem ao artigo “Avaliacdo da toxicidade subaguda e reprodutiva
em ratos machos adultos expostos ao extrato hidroetanodlico das raizes de
Jacaranda decurrens.” que, apos versado para o inglés, sera submetido para o

periddico “Journal of Toxicology and Environmental Health, Part A”.
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Resumo

Jacaranda decurrens subsp. symmetrifoliolata Farias & Proenga
(Bignoniaceae) € uma espécie amplamente utilizada por suas propriedades medicinais.
No entanto, sdo escassas na literatura informacdes sobre avaliacbes toxicologicas
utilizando as raizes desta planta, para garantir seu uso com seguranca. Dessa forma, o
objetivo do presente estudo foi avaliar os possiveis efeitos tdxicos (sistémico e
reprodutivo), ap6s exposicdo subaguda ao extrato hidroetandlico das raizes de J.
decurrens (EJD) em ratos machos adultos. Os animais foram tratados oralmente
(gavage) com 0; 250; 500 ou 1000 mg/kg/dia de massa corporal de EJD durante 28 dias
consecutivos. O tratamento subagudo com o extrato de J. decurrens ndo ocasionou
efeitos adversos no ganho de peso corporal, consumo de &gua e racdo e nos perfis
hematoldgicos e bioquimicos. Adicionalmente, ndo houve alteracBes nos aspectos
macroscopicos ou microscépicos do figado e rim, indicando auséncia de toxicidade
sistémica nas doses testadas. Da mesma forma, 0 extrato ndo provocou toxicidade
reprodutiva, visto que a producdo espermatica, 0 nimero de espermatozdides no
epididimo e a morfologia espermatica foram normais. Concluiu-se que o extrato das
raizes de J. decurrens, neste modelo experimental, ndo € toxico para ratos machos
Wistar.

Palavras-chaves: plantas medicinais; Jacaranda decurrens; toxicidade; reproducéo
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INTRODUCAO

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), de 65 a 80% da
populacdo mundial, recorre ao uso de plantas para fins terapéuticos. Isso ocorre em
razdo do baixo custo para a populacdo fazer o uso de plantas com a finalidade
terapéutica e também por acreditarem no mito de que tudo que ¢ “natural” ¢é indcuo, ndo
oferecendo riscos a saude (Akerele, 1993; Ernst, 2004). Em estudo realizado em Belo
Horizonte, 60% da populacao relatou que nao acreditam que plantas medicinais possam
provocar efeitos toxicos (Oliveira e Gongalves, 2006). Entretanto, poucas plantas
selecionadas para uso foram estudadas cientificamente para avaliar sua qualidade,
seguranca e eficacia (Calixto, 2005).

A espécie Jacaranda decurrens subsp. symmetrifoliolata Farias & Proenca,
conhecida popularmente como ‘carobinha-do-campo”, ‘“carobinha” ou “caroba”,
pertence a familia Bignoniaceae, e é uma subespécie endémica do cerrado encontrada
nos estados brasileiros de Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais e S&o
Paulo (Mauro et al., 2007; Bertoni et al., 2010).

Avaliacdes com diferentes espécies de Jacaranda apresentam propriedades
antioxidantes (Carvalho et al., 2009), antimicrobianas (Zatta, 2009), antitumorais
(Ogura et al., 1977), quimiopreventivas (Subbaramaiah et al., 2000), sendo o composto
responsavel por estas atividades o &cido ursolico (Varanda et al., 1992; Subbaramaiah et
al., 2000; Zatta et al., 2009; Carvalho et al., 2009).

Estudos farmacoldgicos revelaram que a espécie J. caucana, da mesma familia
que J. decurrens, possui propriedades antitumorais, citotoxicas, anti-helminticas e anti-
hipertensivas (Ogura et al., 1977; Weniger et al., 2001; Nicasio e Meckes, 2005).
Jacaranona foi demonstrada ser o composto responsavel pela atividade citotoxica e
antitumoral desta planta (Ogura et al., 1977).

Em meio ao grande uso desta planta na medicina popular, poucos estudos tem
avaliado os efeitos toxicologicos da espécie J. decurrens. Em estudo realizado com o
extrato etandlico das folhas de J. decurrens, nas doses de 2000 e 5000 mg/kg, pode-se
concluir que as folhas ndo apresentaram toxicidade aguda em ratos e camundongos
(Zatta et al., 2009). No entanto, em estudo desenvolvido em nosso laboratorio, o extrato
aquoso das raizes de J. decurrens provocou alteragdes no inicio do desenvolvimento

reprodutivo dos descendentes machos, como antecipacdo da idade de descida testicular
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e redugdo no peso absoluto e relativo de testiculo e epididimo dos animais com 60 dias
de idade (Arena et al., 2011).

Devido a escassez de informacdes na literatura em relacdo a avaliacOes
toxicoldgicas apos exposicdo subaguda, e a evidéncia de alteracGes reprodutivas
provocadas nos descendentes machos apds exposicdo materna ao extrato aquoso de J.
decurrens, objetivou-se, no presente estudo, avaliar os possiveis efeitos tdxicos
(sistémicos e reprodutivos) do extrato hidroetandlico das raizes de J. decurrens (EJD)
em ratos machos adultos, ap6s exposicdo subaguda, para avaliar sua seguranga em

modelo animal.

MATERIAL E METODOS

1. Material Botanico

O material botanico constituido por raizes de J. decurrens subsp.
symmetrifoliolata foi coletado no Horto de Plantas Medicinais-HPM da Universidade
Federal da Grande Dourados (UFGD) em abril de 2010 e identificado no Instituto de
Biologia, Departamento de Botanica da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP), pela Dra. Rosana Farias Singer. A exsicata se encontra no herbario da
UNICAMP sob registro W.G. Garcia 14.008.

2. Preparacédo do extrato hidroetanolico de J. decurrens

Logo apods a coleta, as raizes foram lavadas, cortadas e trituradas. Estas foram
secas em estufa (£ 30 °C) até a obtencdo de massa constante. A amostra vegetal seca
(560 g) foi extraida por maceragéo, por dois dias, com solucéo hidroetanolica (3,5 L), a
temperatura ambiente, sendo que a solugéo foi filtrada e 0 mesmo processo foi realizado
por quatro vezes consecutivas. Os filtrados obtidos foram unidos e acondicionados em
vidro ambar e mantidos em refrigerador até o término dos 10 dias. Entdo o filtrado foi
concentrado em rota vapor e seco em liofilizador. No momento do tratamento o extrato

foi solubilizado em solucdo hidroetanolica para obtencéo das concentracGes desejadas.
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3. Animais

Foram utilizados ratos machos adultos Wistar (90 dias de idade, pesando
aproximadamente 340 g, n=32), provenientes do Biotério da Universidade Federal do
Mato Grosso do Sul (UFMS). Os animais passaram por um periodo de adaptacéo antes
do inicio dos experimentos, e foram mantidos sob condicGes controladas de
luminosidade (12 horas de claro/12 horas de escuro) e temperatura (média de 23°C),
recebendo agua e racdo comercial a vontade.

Todos os procedimentos realizados seguiram as normas da Organizacao para
Cooperacdo Econdmica e Desenvolvimento 408 e o Guia para a condugéo de estudos
ndo clinicos de seguranca necessarios ao desenvolvimento de medicamentos (OECD,
1998; ANVISA, 2010). Os animais utilizados neste estudo foram mantidos de acordo
com os Principios Eticos em Pesquisa Animal adotados pelo Colégio Brasileiro em
Experimentacdo Animal e aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais do Centro
Universitario da Grande Dourados (UNIGRAN) sob protocolo n. 334/10, de
04/10/2010.

4 Avaliacdo da toxicidade subaguda e reprodutiva

Ratos machos adultos (n= 8 animais/grupo) foram tratados oralmente (gavage)
com 0; 250; 500 e 1000 mg/kg de peso corporal com EJD, durante 28 dias consecutivos.
Os animais do grupo controle receberam apenas solucdo hidroetandlica (veiculo). A
escolha das doses foi baseada em estudo prévio realizado em nosso laboratério seguindo
as recomendagOes da ANVISA (Arena et al., 2011; ANVISA, 2010).

Para investigar possiveis sinais clinicos de toxicidade, durante todo o periodo
de tratamento, foram analisados, diariamente, pardmetros comportamentais, como
presenca de irritabilidade, contorcdo, reflexo de endireitamento, tremores, convulsdes,
lacrimacgdo, piloerecdo, respiracdo e morte (OECD, 2008). Verificou-se também o
ganho de peso corporal e o consumo de &gua e racao.

Ao final do tratamento, os animais dos diferentes grupos experimentais foram
pesados e anestesiados com uma combinagdo de ketamina (25 mg/kg) e xilazina (10
mg/kg), e logo apds, amostras de sangue da veia renal foram coletadas, com e sem
anticoagulante (Heparina sodica 5.000 Ul/mL, Heparin® - Cristélia). As amostras
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sanguineas com anticoagulante foram utilizadas para determinacdo dos parametros
hematolodgicos (contagem total e diferencial de leucécitos, hematdcrito, hemoglobina e
contagem de eritrocitos), enquanto que as amostras sanguineas sem anticoagulante
foram utilizadas para analises bioquimicas (aspartato aminotransferase - AST, alanina
aminotransferase - ALT, gama-glutamil transferase - 3-GT, creatinina e uréia) (OECD,
2008; Balani et al., 2011; Chang et al., 2011). Os parametros bioquimicos avaliados
foram determinados, através do equipamento semi-automatico Bioplus Bio200,
utilizando kits Gold Analise.

Em seguida, os animais foram mortos por decaptacdo, e os Orgdos vitais
(figado, pulmé&o e rim) foram removidos e pesados e, seus pesos (absoluto e relativo ao
peso corporal) determinados. Para a avaliacdo histopatoldgica destes 6rgdos, amostras
foram fixadas em solucdo de formol a 10% tamponado (tampé&o fosfato 10 mM, pH 7,4)
e processadas para estudo histopatolégico em microscopia de luz. As pecas foram
incluidas em blocos de parafina, seccionadas a 5um, coradas com hematoxilina e eosina
(H&E) e observadas em microscépio de luz (40x). Os principais parametros
investigados nestes cortes foram: lesdes celulares reversiveis (degeneracBes) e
irreversiveis (necrose e apoptose), infiltracdo de leucdcitos, congestdo, extravasamento
de sangue e fibrose.

Com o objetivo de avaliar a toxicidade reprodutiva, foram utilizados os
mesmos animais do teste subagudo. Assim, apds a eutanasia dos animais dos diferentes
grupos experimentais, 0s 6rgdos reprodutores (testiculo, epididimo, prostata, ducto
deferente e vesicula seminal) foram removidos e pesados (pesos absoluto e relativo ao
peso corporal). Por padronizacdo do laboratorio, o testiculo e epididimo direito foram
usados para realizacdo das contagens de células germinativas e os 6rgdos esquerdos
foram fixados para avaliacéo histopatoldgica, utilizando a mesma técnica descrita acima

para os 6rgdos vitais.

4.1 Contagem de células germinativas no testiculo e epididimo

Espermatides resistentes a homogeneizagdo (estagio 19 da espermiogénese) e
espermatozoéides na cabecga/corpo e cauda do epididimo foram contados, conforme
descrito previamente por Robb et al. (1978), com adaptacOes adotadas por Fernandes et
al. (2007). Resumidamente, cada testiculo esquerdo, descapsulado e pesado logo apés a
coleta, foi homogeneizado em 5 mL de NaCl 0,9% contendo TritonX100 0,5%. Apds
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diluicdo de 10 vezes a amostra foi transferida para camaras de Neubauer (4 campos por
animal), procedendo a contagem de espermatides maduras. Para o célculo da producédo
diaria de espermatozoides (PDE) o nimero de espermatides no estagio 19 foi dividido
por 6,1, que € o numero de dias do ciclo seminifero em que estas espermatides estao
presentes no epitéelio seminifero.

Da mesma forma, porcBes da cabecga/corpo e cauda epididimaria foram
cortadas em pequenos fragmentos e homogeneizados, e procedeu-se a contagem de
esperamtozdides como descrito para o testiculo. O tempo de trénsito de espermatozdides
através do epididimo foi determinado pela divisdo do nimero de espermatozéides em

cada porcéo pela PDE.

4.2 Morfologia dos espermatozdides

Para a avaliacdo da morfologia dos espermatozoides, o ducto deferente direito
de cada animal foi seccionado nas extremidades anterior e posterior, e lavado
internamente com 1,5 mL de solucdo formol salina utilizando agulha e seringa. Foram
realizados esfregacos em laminas histoldgicas, e analisados 200 espermatozéides por
animal, em microscépio de luz (ampliacdo total de 200 vezes), onde avaliou-se
alteracdes de cabeca e/ou cauda (flagelo) (Filler, 1993).

5 Andlise Estatistica

Para a comparacdo dos resultados entre os quatro grupos experimentais foram
utilizados os testes estatisticos de analise de varidncia — ANOVA, com teste “a
posteriori” de Tukey-Kramer. Os resultados foram expressos em média + erro padréo
da média. As diferencas foram consideradas significativas quando p < 0,05, realizadas
no GraphPad InStat (versédo 3.02).

RESULTADOS

Apos a realizacdo do teste de toxicidade subaguda, ndo foram observadas
nenhuma alteragdo comportamental, no ganho de peso corporal € no consumo de &gua e
racdo dos animais nos 28 dias de tratamento (dados ndo mostrados). Similarmente, o

peso relativo dos orgdos vitais analisados ndo diferiram significativamente entre os
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grupos (Tabela 1). As analises macro e microscdpicas de figado, rim e pulmaéo
apresentaram caracteristicas normais entre os grupos. Os pardmetros hematoldgicos e
bioquimicos também apresentaram-se similares entre 0s grupos experimentais (Tabela
2).

No teste de toxicidade reprodutiva, o peso relativo dos érgdos reprodutores
analisados (testiculo, epididimo, préstata, ducto deferente e vesicula seminal) foram
semelhantes ao grupo controle (Tabela 1). Apos as contagens espermaticas no testiculo
e epididimo, nenhuma mudanca foi observada na producdo espermatica didria ou no
nimero de espermatozoides no epididimo (Tabela 3). Da mesma forma, a analise
morfolégica dos espermatozoéides coletados do ducto deferente mostrou que a
(controle=86,32%;  250mg/kg=85,15%;
500mg/kg=87,27%; 1000mg/kg= 86,75%, n=8) e anormais foram similares entre 0s

porcentagem de formas  normais

grupos. A histologia do testiculo e epididimo também ndo foi afetada pelo tratamento
(dados ndo mostrados).

Tabela 1. Peso relativo de 6rgdos de animais expostos ao tratamento subagudo com
EJD.

Tratamento subagudo

Controle Tratado Tratado Tratado

(veiculo) 250 mg/kg 500 mg/kg 1000 mg/kg
Peso corporal (g) 430+22,31 422+22 .10 439+32.21 426+18,20
Figado (g) 2,78+0,07 2,74+0,06 2,67+0,21 2,70+0,10
Pulméo (g) 0,427+0,16 0,487+0,03 0,444+0,02 0,420+0,02
Rim (g) 0,310+0,01 0,319+0,01 0,298+0,01 0,292+0,01
Testiculo () 0,489 + 0,02 0,466+ 0,01 0,437+0,01 0,43340,01
Epididimo (mg) 147,0 + 0,01 167,0+ 0,01 157,0+0,01 158,0+0,01
Prostata (mg) 124,0 + 0,02 155,0+ 0,02 166,0 +0,01 122,0+0,01

Valores expressos como média +epm, com n=8 animais em cada grupo, sendo p<0,05,

ANOVA, seguido por Tukey — Kramer.
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Tabela 2. Parametros bioquimicos e hematologicos avaliados apos tratamento subagudo

com EJD.

Controle Tratado Tratado Tratado 1000

(veiculo) 250 mg/kg 500 mg/kg mg/kg
Creatinina 1,240,15 1,5+0,1 1,2+0,1 1,5+0,1
Uréia 49,5+3,8 54,6+3,6 53,0+4,5 47,943,5
AST 114,4+19,4 98,4+13,2 100,2+17,4 104,624,4
ALT 20,8+2,6 25,2+4.0 22,8+1,7 23,6+3,5
3-GT 11,78+0,7 13,3+2,1 12,640,8 13,3+2,1
Hemécia (x10°)mm’ 7,5+0,45 6,7+0,5 6,7+2,0 7,3+1,7
Hemoglobina (g/dL) 13,2+0,7 14,1403 14,1+0,3 13,6+1,1
Hematécrito (%) 39,5+1,9 42,6+0,6 44,1+1,1 42,5+2,0
E:Tg#ﬁi; 106448 1051420 1070427 1069432
Linfdcitos (%) 69,8+4,3 78,0+1,1 76,3+2,2 80,0+1,64
Eosinéfilo (%) 1,140,1 1,1+0,1 1,1+0,1 1,1+0,1
Monécito (%) 2,9+0,4 3,240,2 2,8+0,4 3,3+0,2
Neutréfilos (%) 25,3+4,6 23,8+2,1 22,0+1,0 21,240,7

Valores expressos como médiatepm, com n=8 animais em cada grupo. p<0,05,

ANOVA.

Tabela 3. Parametros espermaticos avaliados ap6s exposi¢ado a diferentes doses de EJD,

durante 28 dias.

Parametros Controle Tratado Tratado Tratado
250 mgm; SOOmM 1000mg/kg
Testiculo
Producdo espermatica diaria 35,02+2,27 35,04+0,95 39,79+0,82 34,89+2,59
(x 10°%)/testiculo
Producdo espermatica diaria 25,25+1,58 23,68+0,72 25,59+0,75 25,80+1,58
(x 10%)/g/testiculo
NUmero de espermatide 154,03+9,68 144,50+4,40 156,123+4,63 157,37+9,63
(x 10%)/testiculo
Cabeca/corpo do epididimo
Contagem de espermatozoide  352,23+15,96 339+23,52 353,15+17,85 342+16,40
(x10% /g
Cauda do epididimo
Contagem de espermatozoide  650,79+9,45 642,43+20,32 678+19,74 680+17,88

(x10° /g

Valores expressos como media+ epm, com n=8 animais em cada grupo. p<0,05, ANOVA
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DISCUSSAO

A fitoterapia estd se tornando uma alternativa para o tratamento de diversas
doencas. Embora as terapias naturais sejam consideradas pela crenca popular seguros e
sem riscos a salde, essas substancias, antes de serem utilizadas, necessitam de
avaliacdes farmacoldgicas e toxicologicas (Firenzuoli e Gori, 2007; Cheng et al., 2009).
A planta selecionada para esse estudo, J. decurrens, é muito utilizada para fins
terapéuticos, no entanto, sdo escassos 0s estudos toxicologicos que comprovem sua
seguranga.

Para avaliar a a¢do toxica de uma substancia, a mortalidade ¢ um sinal claro de
toxicidade, no entanto, outras varidveis podem ser indicativas de efeitos adversos mais
sutis, como perda de massa corporal durante o tratamento e a presenca de sinais clinicos
de toxicidade, tais como, diarréia, irritabilidade, piloerecdo, contorcdo, reflexo de
endireitamento, tremores, variagdes no comportamento, sangramento, entre outros
(Muller, 2007; OECD, 2008; Nana et al., 2011).

O extrato hidroetandlico das raizes de J. decurrens ndo acarretou em
mortalidade ou alteracbes comportamentais em nenhum dos animais estudados durante
0s 28 dias de tratamento. O consumo de agua e racdo também ndo diferiu entre os
grupos. Além disso, o peso corporal e 0 peso relativo dos rgaos vitais (figado, rim e
pulmdo), e a histologia destes 6rgdos ndo apresentaram diferenca estatistica significante
entre 0S grupos.

O sistema hematopoiético € um dos alvos mais sensiveis para substancias
toxicas e € um pardmetro importante para avaliar o status fisiolégico e patolégico em
homens e animais (Li et al., 2010). Apds as analises hematoldgicas, observou-se que 0s
valores de hematdcrito, concentracdo de hemoglobina, contagem de plaquetas,
eritrocitos, contagem total e diferencial de leucdcitos nos animais tratados foram
similares ao grupo controle, indicando que o extrato ndo proporcionou efeitos negativos
nas celulas sanguineas circulantes ou na sua producao.

Na fase inicial, a lesdo hepatica pode ser detectada a partir das alteragdes nos
niveis das enzimas hepéticas no sangue. Esse aumento pode ser ocasionado pela necrose
celular ou aumento da permeabilidade celular. Algumas enzimas podem ser utilizadas
como indicadoras de lesdo hepatica, entre elas estio ALT, AST e 8-GT (El Hilaly et al.,
2004; Rauber et al., 2006; Brandt et al., 2009). Geralmente, qualquer dano as células
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hepéticas parenquimatosas resultam em elevacbes de ambas as transaminases no
sangue.

A creatinina é conhecida como um biomarcador de danos funcionais nos
néfrons, sendo muito eficaz na deteccdo de alteracGes na funcédo renal (Lameire et al.,
2005). O aumento das concentragfes séricas indica uma diminuicdo na filtracdo
glomerular, todavia, 0 aumento desse metabdlito no sangue ndo reflete necessariamente
uma lesdo renal induzida por um composto quimico, mas podem ser secundarios a
desidratacdo, hipovolémia ou catabolismo de proteinas (Klaassen, 2007).

As analises bioquimicas (AST, ALT, &-GT, creatinina e uréia) obtidas no
presente estudo ndo diferiram significativamente entre 0S grupos experimentais,
indicando que o figado e rim ndo foram afetados pelo tratamento, apesar de ndo ter
diferenca estatistica os valores de creatinina sdo considerados clinicamente elevados,
podendo ser resultado da alimentacdo ou stresse, por isso estudos envolvendo a urina
devem ser realizados. Da mesma forma, ndo foram encontradas altera¢des significativas
em relacdo ao peso absoluto e relativo dos érgdos vitais (figado, pulméo e rim) ou na
analise histopatoldgica destes 6rgdos. Tomados em conjunto, os dados discutidos acima
indicam que EJD né&o acarretou toxicidade sistémica.

Estudos de toxicidade reprodutiva masculina devem ser considerados como
parte de um processo de avaliacdao segura de plantas medicinais, o qual complementa os
estudos toxicoldgicos sistémicos (Dalsenter et al., 2004). Assim, foram avaliados neste
estudo, alguns parametros reprodutivos bem validados em toxicologia da reproducéo.

Atualmente vem sendo observado uma diminuicdo na qualidade do sémen
(particularmente na contagem espermatica) em uma variedade de espécies, inclusive na
populacdo humana. Estudos sugerem que este declinio esta relacionado com a exposicao
a substancias que afetam o sistema enddcrino, conhecidas como desreguladores
enddcrinos (Gray, 1998; Giwercman, 2011).

No presente trabalho, ndo foram observadas diferencas significativas no peso
absoluto e relativo dos 6rgdos do sistema reprodutor (testiculo, epididimo, prostata,
ducto deferente e vesicula seminal) dos animais expostos ao extrato. Como variagoes
nos pesos de 6rgdo reprodutores podem ser usados como parametro para indicar
mudangas nos niveis de hormdénios sexuais (Zenick, 1994), sugere-se que o tratamento
subagudo ao EJD possivelmente ndo alterou o status hormonal (andrégenos) dos
animais. No entanto, outros estudos sao necessarios para comprovar essa hipétese.

Tem sido comprovado que algumas plantas medicinais possuem compostos
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que interferem no sistema enddcrino, afetando a producdo espermaética e/ou 0 nimero
de espermatozdéides no epididimo, comprometendo a fertilidade de animais expostos
(Mazaro et al., 2002; Gupta et al., 2006). Um agente toxico pode afetar a maturacao,
funcdo e sobrevivéncia espermatica por atuar diretamente sobre os espermatozoides ou
alterando a funcéo epididimaéria (Gupta, 2011).

Yakubu et al. (2007) demonstrou que plantas medicinais podem alterar o
sistema reprodutor masculino ao testar o extrato aquoso de Chromolaena odoratum, nas
doses de 250 e 500 mg/kg, constatando que 0 mesmo possui atividade antiandrogénica,
ja que reduziu o nimero de espermatozéides em ratos machos expostos oralmente
durante 14 dias. Da mesma forma, Arena et al. (2011) observaram uma alteracdo no
desenvolvimento inicial do sistema reprodutor masculino, caracterizado pela
antecipacdo na descida testicular dos filhotes e diminui¢do do peso relativo de testiculo
e epididimo de animais durante a fase pubere, apdés uma exposicdo gestacional e
lactacional ao extrato aquoso de J. decurrens, ou seja, o tratamento foi realizado no
periodo da formacdo do sistema reprodutor masculino. Controversamente, no presente
estudo, o tratamento subagudo com o extrato hidroetanélico de J. decurrens na vida
adulta ndo foi tdxico para o sistema reprodutor masculino, ja que nao alterou nenhum
parametro analisado. Essa diferenca nos resultados obtidos pode ser decorrente do
periodo de tratamento (periodo gestacional e vida adulta) e/ou veiculo (aquoso ou
hidroetandlico) utilizado na preparacdo do extrato ter sido diferentes entre os dois
estudos.

Concluiu-se que o extrato hidroetanélico das raizes de J. decurrens, neste
modelo experimental, apresenta auséncia de toxicidade subaguda e reprodutiva. No
entanto, outros estudos com fémeas e outras espécies de animais devem ser realizados

para confirmar a seguranca desta planta para o homem.
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6 Artigo 2

Este trabalho deu origem ao artigo “Avaliacdo da toxicidade aguda e da
atividade anti-inflamatéria do extrato hidroetandlico das raizes de Jacaranda
decurrens em ratos machos adultos”.” que, ap6s versado para o inglés, sera submetido

para o periddico “Journal of Ethnopharmacology”.
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Resumo

Jacaranda decurrens subsp. symmetrifoliolata Farias & Proenca (Bignoniaceae) € uma
espécie popularmente utilizada para o tratamento de diversas patologias, incluindo
doencas inflamatorias. No entanto, até o momento, ndo ha estudos que comprovem
esses efeitos. Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar os possiveis efeitos anti-
inflamatdrios do extrato hidroetandlico das raizes de J. decurrens (EJD) em ratos
machos adultos e determinar a seguranca desta planta apds exposicao aguda.

Material e métodos: Para os testes de toxicidade aguda, ratos foram tratados oralmente
(gavage) com 0; 500; 1000 ou 2000 mg/kg de massa corporal de EJD. O
comportamento geral, efeitos adversos e mortalidade foram registrados durante 14 dias.
A atividade anti-inflamatdria foi avaliada em modelo experimental de inflamagao por
edema de pata e atividade da mieloperoxidase (MPO) induzida por carragenina em ratos
machos adultos.

Resultados: No teste de toxicidade aguda, o EJD n&o provocou alteracfes
comportamentais ou morte, demonstrando que a DL50 é superior a 2000 mg/kg. A
administracdo oral de EJD, nas doses de 100 e 300 mg/kg, reduziu o desenvolvimento
do edema de pata, sendo que, na dose de 300 mg/kg, esta reducdo foi semelhante a
provocada pela dexametasona (1mg/kg). Também se pode observar uma diminuigdo
significativa na atividade da enzima MPO.

Conclus6es: Os resultados deste estudo demonstram que o EJD apresenta propriedades
anti-inflamatorias e ndo apresentado sinais de toxicidade apds exposicdo oral aguda, nos
parametros avaliados. As propriedades observadas pode ser devido a presenca de

constituintes bioativos como o acido ursélico.

Palavras-chaves: Jacaranda decurrens, edema de pata, carragenina, toxicidade aguda,

rato
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Introducéo

O processo inflamatorio ocorre como resposta do tecido a lesdo celular e
caracteriza-se por um mecanismo complexo que ndo pode ser atribuido a um Unico
fator, por isso possui capacidade de manifestar-se a partir de agente lesivo, podendo ser
fisico (queimadura ou trauma), biolégico (microrganismo) ou quimico (substancia
caustica) (Sharon, 2000; Silva, 2006).

A inflamacdo pode ser classificada com relacdo ao tempo de duragcdo em:
aguda e cronica. E caracterizada por febre, dor, rubor e edema, sendo esses definidos
como sinais primarios da inflamacdo, enquanto o processo inflamatorio crénico €
caracterizado pela proliferagdo celular (Sharon, 2000) sendo capaz de levar ao
desenvolvimento de doencas inflamatdrias, como a artrite reumatdide, doenca de
Alzheimer e aterosclerose (Kassuya et al., 2009).

Apbs a lesdo tecidual ocorre a ativacdo de monadcitos, neutrdfilos e macréfagos
(Aderem e Ulevitch, 2000). Geralmente, a ativacdo dessas células pode atuar sobre a
secrecdo de varias moléculas pré-inflamatorias e de toxicidade como fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), interleucina-6 (IL-6), eicosandides e oxido nitrico (NO) (Nantel
et al., 1999). No entanto, a resposta inflamatoria excessiva tem efeitos prejudiciais, tais
como choque séptico, o que pode levar a sindrome de disfuncdo de maltiplos érgdos e
morte. Prostaglandinas (PGs) e NO sao dois importantes mediadores pré-inflamatorios e
a inibicdo da producdo de ambos através da inibicdo ciclooxigenase 2 (COX-2) e éxido
nitrico sintase induzivel (iNOS), respectivamente, tem sido demonstrado ser benéfica
em tratamento da doenca inflamatéria (Bogdan, 2001).

Anti-inflamatorios, tais como esterdides ou anti-inflamatérios ndo-hormonais
(AINES) ttm um nudmero de efeitos colaterais adversos, tais como desconforto
gastrointestinal, inibicdo da agregacdo plaquetaria e toxicidade hepatica e renal
(Batlouni, 2010). Assim, hd um interesse consideravel na identificacdo de novos agentes
anti-inflamatorios obtidos de plantas utilizadas na medicina popular.

A espécie Jacaranda decurrens subsp. symmetrifoliolata Farias & Proenga é
conhecida popularmente como ‘“carobinha-do-campo”, “carobinha” ou “caroba”,
pertence a familia Bignoniaceae, e € uma subespécie encontrada nos estados brasileiros
de Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais e Sdo Paulo (Mauro et al.,
2007; Bertoni et al., 2010). De acordo com a medicina popular, o cha de suas raizes é

utilizado para combater diversas enfermidades, entre elas, doencas inflamatdrias (Nunes
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et al., 2003).

Avaliagbes farmacologicas revelaram que diferentes espécies de Jacaranda
apresentam propriedades antioxidantes (Carvalho et al., 2009), antimicrobianas (Zatta,
2009), antitumorais (Ogura et al., 1977), quimiopreventivas (Subbaramaiah et al.,
2000), podendo ser composto responsavel por estas atividades o acido ursélico
(Varanda et al., 1992; Subbaramaiah et al., 2000; Zatta, 2009; Carvalho et al., 2009).

Analises realizadas em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
evidenciaram a presenca dos triterpenos, acido ursélico, oleanolico e flavondides
glicosilados em fragdes do extrato das folhas de J. decurrens (Carvalho et al., 2009).
Em testes realizados com as folhas de J. decurrens foi constatada a presenca de
flavonoides heterosideos, saponinas e cumarinas (Zatta, 2009), podendo esses
compostos apresentar atividades anti-inflamatoria, antifungicas, espermicida,
expectorante, vasodilatadora e diurética (Subbaramaiah et al., 2000).

Em virtude do uso das raizes de J. decurrens pela medicina popular para
combater doengas inflamatdrias, sem comprovag¢ao cientifica “in vivo” desse potencial
terapéutico, objetivou-se no presente estudo avaliar 0s possiveis efeitos anti-
inflamatorios do extrato hidroetandlico das raizes de J. decurrens (EJD) em ratos

machos adultos e determinar a seguranca desta planta apds exposicao aguda.

Material e Métodos

1. Material Botanico

O material boténico constituido por raizes de J. decurrens subsp.
symmetrifoliolata foi coletado no Horto de Plantas Medicinais-HPM da UFGD em abril
de 2010 e identificado no Instituto de Biologia, Departamento de Botanica da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), pela Dra. Rosana Farias Singer. A
exsicata se encontra no herbario da UNICAMP sob registro W.G. Garcia 14.008.

2. Preparacédo do extrato hidroetanolico de J. decurrens
Logo apods a coleta, as raizes foram lavadas, cortadas e trituradas. Estas foram

secas em estufa (£ 30 °C) até a obtencdo de massa constante. A amostra vegetal seca

(560 g) foi extraida por maceracgéo, por dois dias, com solucao hidroetanolica (3,5 L), a
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temperatura ambiente, sendo que a solugéo foi filtrada e 0 mesmo processo foi realizado
por quatro vezes consecutivas. Os filtrados obtidos foram unidos e acondicionados em
vidro ambar e mantidos em refrigerador até o término dos 10 dias. Entdo o filtrado foi
concentrado em rota vapor e seco em liofilizador. No momento do tratamento o extrato

foi solubilizado em solu¢do hidroetandlica para obtencéo das concentracbes desejadas.

3. Animais

Foram utilizados ratos machos adultos Wistar (90 dias de idade, pesando
aproximadamente 340 g, n=56 , provenientes do Biotério da Universidade Federal do
Mato Grosso do Sul (UFMS). Os animais passaram por um periodo de adaptacdo no
Biotério Experimental da Faculdade de Ciéncias da Saude-UFGD antes do inicio dos
experimentos, e foram mantidos sob condic¢Ges controladas de luminosidade (12 horas
de claro/12 horas de escuro) e temperatura (média de 23°C), recebendo agua e ragédo
comercial & vontade.

Os procedimentos realizados para toxicidade aguda seguiram as normas da
Organizacdo para cooperacdo econémica e desenvolvimento 425 e ANVISA (OECD,
2008; ANVISA, 2010). Os animais utilizados neste estudo foram mantidos de acordo
com os Principios Eticos em Pesquisa Animal adotados pelo Colégio Brasileiro em
Experimentacdo Animal e aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais do Centro
Universitario da Grande Dourados (UNIGRAN) sob protocolo 334/10, de 04/10/2010.

4 Avaliagéo da toxicidade aguda

Os animais foram distribuidos em quatro grupos experimentais (n=3
animais/grupo). Ratos machos adultos foram tratados com 0; 500; 1000 e 2000 mg/kg
de peso corporal de EJD (OECD, 2008). Os animais permaneceram em jejum de 12 h
antes da administracdo dos extratos. Os tratamentos foram realizados em dose Unica, por
via oral (gavage), e foram observados, nos primeiros 0,5h, 1 h; 2 h; 4h; 8h; 12hea
cada 24 h durante 14 dias. Foram analisados parametros comportamentais, como
irritabilidade, contorgéo, tremores, convulsdes, piloerecdo, respiracdo e morte. Também
verificou-se o peso corporal e a quantidade de 4gua e racdo consumida pelo grupo.

Apos 14 dias do tratamento, os animais dos diferentes grupos experimentais

foram pesados e anestesiados com uma combinacdo de ketamina (25 mg/kg) e xilazina
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(10 mg/kg), logo apos, amostras de sangue da veia renal foram coletadas, com e sem
anticoagulante (Heparina sodica 5.000 Ul/mL, Heparin® - Cristalia). As amostras
sanguineas com anticoagulante foram utilizadas para determinacdo dos parametros
hematoldgicos (contagem total e diferencial de leucdcitos, hematocrito, hemoglobina e
contagem de eritrcitos), enquanto que as amostras sanguineas sem anticoagulante
foram utilizadas para anélises bioquimicas (aspartato aminotransferase - AST, alanina
aminotransferase - ALT, gama-glutamil transferase - 6-GT, creatinina e uréia) (OECD,
2008; Balani et al., 2011; Chang et al., 2011). Os parametros bioquimicos avaliados
foram determinados, através do equipamento semi-automatico Bioplus Bio200,
utilizando kits Gold Analise. Em seguida os animais foram mortos por decapitagéo.
Orgaos vitais (figado, pulmao e rim) foram removidos e pesados e, seus pesos
(absoluto e relativo ao peso corporal, sendo peso absoluto ndo mostrado) foram
determinados. Para a avaliacdo histopatoldgica destes 6rgdos, amostras foram fixadas
em solucéo de formol a 10% tamponado (tampéo fosfato 10 mM, pH 7,4) e processados
para estudo histolégico em microscopia de luz. As pecas foram incluidas em blocos de
parafina, seccionadas a 5um, coradas com hematoxilina e eosina (H&E) e observadas
em microscopio de luz (40x). Os principais parametros investigados nestes cortes
foram: lesdes celulares reversiveis (degeneracGes) e irreversiveis (necrose e apoptose),

infiltracdo de leucdcitos, congestdo, extravasamento de sangue e fibrose.

5 Teste de edema de pata induzido por carragenina em ratos

5.1 Avaliacdo da atividade anti-inflamatoria

Os animais foram distribuidos em quatro grupos experimentais (n=6
animais/grupo). Apos 12 h em jejum, um grupo foi tratado com o veiculo por gavagem
(grupo controle), um grupo foi tratado com dexametasona (s.c., 1 mg/kg) como
controle positivo e dois grupos foram tratados com doses de 100 e 300 mg/kg, de EJD.
Apdbs 1 h os animais receberam uma injecdo intraplantar (ipl.) de carragenina (300
ug/pata) em uma pata traseira. O volume final foi de 100 ulL/pata e uma pata
contralateral recebeu 0 mesmo volume de salina estéril e foi usado como controle. A
espessura do edema de pata foi medida utilizando um micrémetro digital, 0,5 h antes de

qualquer tratamento e em momentos diferentes (0,5; 1; 2 e 4 h) apds a injecdo de
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carragenina. Resultados foram expressos em um e a diferenca entre os valores basais e

pos-injecdo quantificado como edema (Kassuya et al., 2005; Kassuya et al., 2009).

5.2 Determinacao de mieloperoxidase (MPO)

Para avaliar se o tratamento oral com extrato EJD poderia afetar a migragédo
celular induzida por carragenina na pata, a atividade da mieloperoxidase (MPO) foi
medida. Seis horas apds a injecdo de carragenina intraplantar, as patas foram removidas
e tratadas conforme (De Young et al., 1989). Para a atividade de MPO, o tecido foi
homogeneizado em tampdo fosfato 80 mM, pH 5,4, contendo 0,5% de brometo de
hexadeciltrimetilamdnio. O homogenato foi centrifugado a 12.000xg a 4 ° C por 20 min.
Aliquotas (30 pl) de cada sobrenadante foram misturados com 100 pl de tampé&o fosfato
(80 mM), 85 pul de tampao fosfato (0,22 M) e 15 ul de H,0; (0,017%) em uma placa de
96 pocos. A reacdo foi desencadeada com 20 pl de 3,3,3-tetrametilbenzidina (dissolvido
em N, N-dimetilformamida). A placa foi mantida a 37°C por 3 min, a reagéo
interrompida pela adicdo de acetato de sodio (30 ul, 1,46 M, pH 3,0). A atividade
enzimatica foi determinada pela medicédo da densidade dptica (630 nm) e expressa como

OD por mg de tecido (Kassuya et al., 2009).

6 Analise Estatistica

Para a comparacdo dos resultados entre os quatro grupos experimentais foram
utilizados os testes estatisticos de analise de varidncia — ANOVA, com teste “a
posteriori” de Tukey-Kramer. As diferencas foram consideradas significativas quando
p < 0,05, realizadas no GraphPad InStat (versao 3.02).

RESULTADOS

Toxicidade Aguda

Apos a realizacdo do teste de toxicidade aguda, observou-se que o extrato de
EJD ndo acarretou morte ou alteracbes comportamentais nos animais. Da mesma forma,
0 consumo de agua e racdo ndo diferiu entre os grupos experimentais (dados nédo
mostrados). Adicionalmente, o peso relativo e absoluto dos 6rgdos vitais (figado, rim e
pulmdo) (Tabela 1), pardmetros hematoldgicos (hematocrito, concentracdo de
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hemoglobina, contagem de plaquetas, contagem de eritrocitos, contagem total e
diferencial de leucdcitos), bioquimicos (AST, ALT, 8-GT, creatinina e uréia) (Tabela 2)
e analise histopatoldgica dos 6rgdos vitais ndo apresentaram diferenca estatisticamente

significativamente em nenhuma das doses testadas (dados ndo mostrados).

Tabela 1. Peso corporal absoluto e peso relativo de drgdos de animais expostos ao
tratamento agudo com EJD.

Tratamento agudo

Controle Tratado Tratado Tratado
(veiculo) 500mg/kg 1000mg/kg 2000mg/kg
Peso Eg)rpora' 370+14,28 388+19,21 402+9,23 39113,21
Figado (g) 2,71+0,08 2,70+0,07 2,66+0,17 2,73+0,15
Pulmao () 0,439+0,16 0,469+0,03 0,451+0,02 0,435+0,02
Rim (g) 0,295+0,01 0,312+0,01 0,302+0,01 0,315+0,01
Testiculo(g) 0,449+0,11 0,423+0,07 0,426+0,18 0,434+0,06
Epididimo(mg) 152,0£0,03 145,0£0,04 148,0%0,06 150,0+0,01
Prostata(mg) 132,0+0,01 126,0+0,01 141,0+0,02 143,0+0,01

Valores expressos como média = epm, com n=8 animais em cada grupo, sendo p<0,05,
ANOVA, seguido por Tukey — Kramer.

Tabela 2. Parametros bioquimicos e hematologicos avaliados apos tratamento subagudo
com EJD.

Tratamento agudo

Creatinina Controle Tratado Tratado Tratado
(veiculo) 500mg/kg 1000mg/kg 2000mg/kg

Creatinina 0,040,1 1,100 10201 1,0£0,0
Uréia 35,5+1,2 35,5+1,2 35,1+0,9 35,0+0,8
AST 96,5+21,2 104,2+16,9 113,7+19,2 108,3+16,2
ALT 20,9+2,2 23,4139 19,5+2,4 22,7122
o-GT 11,5+1,3 11,8+2,4 13,2+1,8 12,2+41,3
Hemacia (x10°)mm?® 8,5+0,3 8,6+0,4 8,6+1,1 8,7+0,5
Hemoglobina (g/dL) 16,0+£0,6 16,5+0,8 15,9£0,7 159+1,1
Hematdcrito (%) 38,2£3,2 40,1£3,3 43,6%1,2 42,91£0,5
Plaquetas (x10°/uL) 1048+24 1034+36 1053+36 1089+45



56

Linfécitos (%) 73,1+4,1 75,8+2,3 78,5%1,2 76,7+2,1
Eosinofilo (%) 1,1+0,1 1,1+0,2 1,2+0,2 1,2+0,2
Mondcito (%) 3,6+0,3 4,1+0,4 3,3+0,3 3,1+0,2
Neutrofilos (%) 22,2+3,2 19,0+1,2 19,4442 21,0+1,5

Valores expressos como médiat epm, com n=8 animais em cada grupo. P<0,05,
ANOVA.

Atividade anti-inflamatdria por carragenina e determinacéo de mieloperoxidase

Foi observado que o EJD provocou diminuicdo no edema de pata induzido por
carragenina. A figura 1 mostra que EJD, nas doses de 100 e 300 mg/kg, reduziu
significativamente o edema da pata posterior apds 2 horas, sendo que o grupo tratado
com o extrato na dose de 300 mg/kg apresentou diminuicdo igual ao grupo tratado com
dexametasona e apOs 4 horas pode-se observar que 0s grupos tratados com EJD
apresentaram diferenca estatistica (P<0,01) em relacdo ao grupo controle.

O EJD induziu diminuicéo significativa na atividade da enzima mieloperoxidase
apenas na concentracdo de 300 mg/kg, em comparacao ao grupo controle (veiculo)
(Figura 1).
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Figura 1 - Efeito de EJD em edema de pata induzida por carragenina em ratos, 0s animais receberam
Extrato de J. decurrens (100 e 300 mg/Kg), veiculo (V), por via oral ou dexametasona 1 mg/kg (dex ou
dexamethasone), apds 1 h injecdo intraplantar de Carragenina (300 g/pata) . O painel A, demonstra a
relacdo entre o tempo em horas ap6s administracdo de carragenina e o tamanho do edema de pata. Em B, a
atividade de mieloperoxidase 6 h apos a administragdo com carragenina, onde N € o grupo que ndofoi
tratado. Cada barra ou ponto representa a média £ epm de 6 animais. # Denota uma diferenga significativa
N vs V(p <0,01). Os asteriscos indicam os niveis de significancia: * p <0,05, ** p <0,01, ***p<0,001
comparado com o grupo tratado.
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DISCUSSAO

A fitoterapia esta se tornando uma alternativa para o tratamento de diversas
doengas. Embora as terapias naturais sejam considerados pela crenca popular segura e
sem riscos a saude, essas substancias, antes de serem utilizadas, necessitam de
avaliacbes farmacoldgicas e toxicoldgicas (Firenzuoli e Gori, 2007; Cheng et al.,
2009). A planta selecionada para esse estudo, J. decurrens, € muito utilizada para fins
terapéuticos, no entanto, sdo escassos 0s estudos toxicolégicos que comprovem sua
seguranca.

Para avaliar a acdo toxica de uma substancia, a mortalidade é um sinal claro de
toxicidade, no entanto, outras variaveis podem ser indicativas de efeitos adversos mais
sutis, como perda de massa corporal durante o tratamento e a presenca de sinais clinicos
de toxicidade como diarréia, irritabilidade, piloerecdo, contorcdo, reflexo de
endireitamento, tremores, variagbes no comportamento, sangramento, entre outros
(Muller, 2007; OECD, 2008; Nana et al., 2011).

O teste de toxicidade aguda foi investigado para estabelecer os efeitos adversos
da administracdo de EJD sobre pardmetros comportamentais, hematoldgicos e
bioquimicos. No presente estudo, em nenhuma das doses testadas, acarretou
mortalidade e alteracbes nos sinais clinicos indicativos de toxicidade nos animais
expostos. Estes resultados corroboram com aqueles observados por Zatta et al. (2009),
0s quais utilizaram o extrato etandlico das folhas de J. decurrens, nas doses de 2000
mg/kg e 5000 mg/kg e também ndo observaram sinais de toxicidade. Assim, sugere-se
que a dose letal (DL50) de J. decurrens, via oral, é superior a 2000 mg/kg, podendo ser
classificado como um extrato de baixa toxicidade, de acordo com a OECD (2008).

A inflamacdo aguda é caracterizada por sintomas classicos, como edema, febre,
rubor e dor. O edema (inchaco) é, portanto, uma boa medida de inflamacéo e é util para
a quantificacdo da inflamagdo cuténea induzida (Cabrini et al., 2011). A carragenina,
um agente inflamatorio, produz inflamacdo por liberagio de prostaglandinas,
ocasionando a formacéo de um edema, que atinge o pico maximo entre 2 a 3 horas apds
a aplicacéo (Di Rosa et al., 1971).

O edema induzido por carragenina é bifasico, com varios mediadores atuando
em sequéncia para produzir a resposta inflamatdria. Na fase inicial (0-1 h) ocorre
liberacdo de histamina, serotonina e bradicinina (Di Rosa et al.,1971). A fase posterior

(1-6 h) esta correlacionada com elevada producéo de prostaglandinas, ativagdo da COX-
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2 e, mais recentemente liberagdo de NO, na resposta inflamatoria (Di Rosa et al. 1971).
De acordo com os resultados obtidos neste estudo, pode-se observar que EJD parece
atuar principalmente sobre a fase inicial da resposta inflamatoria induzida por
carragenina, ja que os resultados do grupo tratado com 300 mg/kg de EJD foram
semelhantes ao do controle positivo, tratado com dexametasona, apds 2 horas da
administracdo de carragenina.

A mieloperoxidase é uma hemeproteina abundante em neutrofilos e monacitos,
e € localizada nos granulos azuréfilos primarios desses leucdcitos e secretada no meio
extracelular e no compartimento fagolisossomal ap6s ativacdo do fagocito por uma
variedade de estimulos, sendo eficiente na morte de microrganismos (Buchmann et al.,
2002; Wieslander et al., 2011). Por apresentar essas caracteristicas, tem sido utilizada a
quantificacdo da MPO tecidual, como marcador inflamatério (Wieslander et al., 2011).
Em relagéo ao tratamento com EJD, apenas o grupo tratado com 300 mg/kg de EJD
apresentou diminuicéo significativa na atividade de MPO em relagéo ao grupo controle,
assim como o controle positivo, a dexametasona.

O protocolo utilizado para medida da MPO avalia a presenca de enzima ativa
no tecido, desta forma, um tratamento que apresente diminuicdo deste parametro pode
ter agido de duas formas: através da inibicdo da migracdo dos neutréfilos para o sitio
inflamatdrio; ou por impedir a atividade da enzima.

Analises realizadas em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
evidenciaram a presenca de acido ursolico em fragdes do extrato de J. decurrens
(Carvalho et al., 2009), composto cuja molécula é semelhante a dexametasona. Assim,
0 acido ursolico poderia explicar a acdo anti-inflamatéria do extrato J. decurrens em
ratos machos adultos encontrados neste estudo. No entanto, estudos fitoquimicos
realizados com extrato bruto das raizes de J. decurrens devem ser realizados para
confirmar esta hipotese.

Os resultados deste estudo demonstram que o EJD, nas doses utilizadas,
apresenta propriedades anti-inflamatdrias e ndo caracterizou nenhum sinal de toxicidade
apos exposicdo oral aguda. As propriedades observadas pode ser devido a presenca de
constituintes bioativos como o acido ursélico, porém outros estudos estdo sendo
realizados para confirmar o potencial antiinflamatdrio e teste toxicoldgico com fémeas

também seré realizado.
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