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Toxicidade pré-clinica do 6leo do pequi (Caryocar brasiliense Cambess):
avaliacao dos efeitos agudos, subcrdnicos, genotdxicos e teratogénicos em
ratos Wistar

RESUMO

O Caryocar brasiliense Cambess (pequi) € um fruto brasileiro de importante distribuicao
geografica e de ampla utilizacdo popular para fins nutricionais e medicinais. Apesar da
literatura demonstrar sua eficacia para diversas atividades biologicas, até o momento 0s
estudos toxicoldgicos sdo incipientes e ndo sustentam a seguranca do seu uso. Neste contexto,
0 presente estudo teve como objetivo avaliar a toxicidade pré-clinica do oOleo extraido da
polpa do C. brasiliense (OPCB) em ratos Wistar. O 6leo foi extraido por prensagem a frio
(prensa tipo expeller) e analisado por cromatografia (liquida e gasosa). Inicialmente, o ensaio
Artemia salina foi conduzido para determinar a taxa de letalidade de diferentes doses do
OPCB. Subsequentemente, para o teste de toxicidade aguda, ratos Wistar fémeas receberam,
via oral, dose Unica de 2000 mg/kg do OPCB, seguida de observacao dos animais por 14 dias.
Para os testes de toxicidade subcronica, ensaio cometa e teste do microndcleo, ratos Wistar
machos e fémeas receberam, por via oral, doses repetidas de 125, 250, 500 ou 1000 mg/kg/dia
do OPCB, sendo tratados e observados por 28 dias. Para o teste de toxicidade do
desenvolvimento, ratos Wistar fémeas, prenhas, receberam, via oral, doses repetidas de 250,
500 ou 1000 mg/kg/dia do OPCB durante o periodo da organogénese (d6 ao d15 de prenhez).
A analise quimica indicou elevada presenca de acido oleico, B-caroteno e licopeno. No teste
de Artemia salina, todas as doses do OPCB mantiveram taxas de viabilidade estatisticamente
semelhantes ao controle negativo. No teste de toxicidade aguda ndo foram observadas
alteracbes nem mortalidade, indicando que a DLsp € superior a 2000 mg/kg. No teste de
toxicidade subcrbnica, as doses testadas ndo produziram alteracBes significativas nos
parametros comportamentais, fisiolégicos, bioguimicos ou histopatoldgicos dos animais
tratados. Algumas diferencas estatisticas foram encontradas no hemograma dos animais
experimentais em relacdo ao controle negativo. Porém, os resultados estdo dentro dos valores
de referéncia estipulados para a espécie e, portanto, nao foi atribuida significancia clinica a
essa variacdo. No ensaio cometa, 0s animais tratados com OPCB mantiveram seus indices e
frequéncias de dano estatisticamente similares ao controle negativo e diferentes do controle
positivo, demonstrando que o Gleo ndo foi capaz de causar dano genético aos animais
tratados. O teste do micronucleo, realizado na medula 6ssea dos animais, apontou a auséncia
de efeitos clastogénicos, aneugénicos ou citotoxicos do 6leo. Para o teste de toxicidade do
desenvolvimento, o tratamento com o OPCB ndo interferiu negativamente nos parametros
reprodutivos maternos e contagem dos pontos de ossificacdo dos fetos, bem como nédo causou
toxicidade materna, embriotoxicidade ou teratogenicidade na prole. Em conjunto, esses
resultados indicam que, em nossas condicGes experimentais, 0 6leo da polpa do pequi ndo
causou toxicidade aguda, subcronica, genética ou sobre o desenvolvimento de ratos Wistar.
Esses dados fornecem estimativas de seguranga para uso humano, inclusive durante a
gravidez, e fornecem informacdes de dosagem de referéncia para novas investigacdes sobre o
perfil de seguranca desta planta.

Palavras-chave: toxicologia alimentar, alimento funcional, DLso, Seguranca, teratologia,
prenhez.



Preclinical toxicity of pequi oil (Caryocar brasiliense Cambess): evaluation
of acute, subchronic, genotoxic and teratogenic effects in Wistar rats

ABSTRACT

Caryocar brasiliense Cambess (pequi) is a Brazilian fruit of important geographic distribution
and widely used for nutritional and medicinal purposes. Although literature demonstrates its
efficacy in various biological activities, the toxicological studies are at an incipient stage and
so far do not support the safety of its use. In this context, the present study aimed to evaluate
the preclinical toxicity of the oil extracted from C. brasiliense pulp (OPCB) in Wistar rats.
The oil was extracted by cold pressing (expeller type of press) and analyzed by
chromatography (liquid and gas). Initially, the Artemia salina assay was conducted to
determine the lethality rate of different doses of the OPCB. Subsequently, for the acute
toxicity test, female Wistar rats received a single oral dose of 2000 mg/kg OPCB, followed by
animal observation for 14 days. For the subchronic toxicity test, comet assay and
micronucleus test, male and female Wistar rats received orally repeated doses of 125, 250,
500 or 1000 mg/kg/day of the OPCB, being treated and observed for 28 days. For the
developmental toxicity test, pregnant female Wistar rats received oral doses of 250, 500 or
1000 mg/kg/day of the OPCB during the period of organogenesis (d6 to d15 of pregnancy).
The chemical analysis indicated a high presence of oleic acid, B-carotene and lycopene. In the
Artemia salina test, all doses of the OPCB maintained viability rates statistically similar to the
negative control. In the acute toxicity test, no changes or mortality were observed, indicating
that the LDso is greater than 2000 mg/kg. In the subchronic toxicity test, the doses tested did
not produce significant changes in the behavioral, physiological, biochemical or
histopathological parameters of OPCB-treated animals. Some statistical differences were
found in the hemogram of experimental animals in relation to the negative control. However,
the results are within the stipulated reference values for the species and, therefore, no clinical
significance was attributed to this variation. In the comet assay, animals treated with the
OPCB maintained their indexes and frequencies of damage statistically similar to the negative
control and different from the positive control, demonstrating that the oil was not able to
cause genetic damage in treated animals. The micronucleus test, which was performed in the
bone marrow of animals, indicated the absence of clastogenic, aneugenic or cytotoxic effects
of the oil. For the developmental toxicity test, the OPCB treatment did not adversely interfere
the maternal reproductive parameters, the count of fetal ossification sites nor did it cause
maternal toxicity, embryotoxicity or teratogenicity in the offspring. Taken together, these
results indicate that, under our experimental conditions, pequi pulp oil did not cause acute,
subchronic, genetics or developmental toxicity in Wistar rats. These data provide safety
estimates for human use, even during pregnancy, and dosing information for further
investigations regarding the safety profile of this plant.

Key words: food toxicology, functional food, LDsg, safety, teratology, pregnancy.
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1. INTRODUCAO

O uso de produtos de origem vegetal, seja como alimento funcional ou como planta
medicinal, continua a expandir-se rapidamente em todo o mundo. Durante a Gltima década,
em particular, foi possivel observar um aumento significativo na aceitagdo popular de terapias
naturais. Este recente ressurgimento do interesse popular em plantas medicinais foi atribuido a
diversos fatores, entre 0s quais se destacam: eficacia dos medicamentos vegetais, preferéncia
dos consumidores em terapias naturais, crenca errébnea da auséncia de reacdes adversas dos
produtos naturais, insatisfacdo com os efeitos colaterais dos medicamentos alopaticos e alto
custo das drogas modernas (EKOR, 2014).

O Caryocar brasiliense Cambess, popularmente conhecido como pequi ou piqui, é
uma planta distribuida, cultivada e consumida no centro-oeste brasileiro (LIMA et al., 2007).
Anélises quimicas do fruto do C. brasiliense apontaram elevados niveis de compostos
antioxidantes, tais como carotenoides e fendlicos totais (GODOY; RODRIGUEZ-AMAYA,
1994; MONTEIRO et al., 2015; PLACIDO et al., 2015) e &cidos graxos insaturados,
principalmente o acido oleico (LIMA et al., 2007).

Os frutos do C. brasiliense desempenham importante papel econémico, sendo muito
utilizados para producdo de Oleo vegetal, na indlstria de cosméticos e principalmente na
cozinha tradicional, devido ao seu caracteristico sabor (ALMEIDA; SILVA, 1994). O 64leo
extraido do fruto é popularmente empregado para o tratamento de doencas respiratorias, como
gripe e asma (KHOURI et al., 2007), bem como para tratar lesGes gastricas (ALVES, 2014).
Em relacdo aos efeitos farmacoldgicos estudados do dleo, ha relatos de efeitos anti-
inflamatorios, hipocolesterolémicos (MIRANDA-VILELA et al., 2009), antifungicos
(PASSOS et al., 2002), antigenotdoxicos (MIRANDA-VILELA et al., 2008) e efeitos
guimiopreventivos em lesdes pré-neoplasicas em modelos animais (COLOMBO et al., 2015;
PALMEIRA et al., 2016).

Enquanto o consumo global de extratos vegetais aumenta, também surgem
preocupacGes em relacdo a seguranga do uso destes produtos. Muitas plantas que s&o
consumidas pela populagdo, embora tenham potencial biolégico promissor, ndo foram
avaliadas quanto seus possiveis efeitos adversos e toxicos (RAYNOR et al., 2011).

Os testes de avaliacdo da toxicidade pré-clinica compreendem uma parte inicial de
estabelecimento de DLso (dose letal média) e de detecgdo de efeitos sistémicos. A partir de
entdo, segue-se para testes mais especificos, como toxicologia genética e toxicologia do

desenvolvimento. Os estudos utilizados para essas avaliacdes sdo baseados nas normas da
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Environmental Protection Agency (EPA) e recomendados pela Food and Drugs
Administration (FDA), pela Organization for Economic Cooperation and Development
(OECD) e, no Brasil, pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (ANVISA,
2013).

Considerando a necessidade de conhecimento sobre a toxicidade de plantas
medicinais, considerando o potencial nutracéutico descrito para o fruto do C. brasiliense e,
ainda, considerando a falta de estudos que determinem a agdo toxica desta espécie, esta tese
objetivou avaliar os efeitos do 6leo extraido da polpa do C. brasiliense, empregando os
modelos internacionalmente recomendados para avaliacdo de toxicidade pré-clinica em ratos
Wistar. Os estudos recomendados pelo FDA, OECD e ANVISA foram empregados para
avaliar: |. Toxicidade aguda, Il. Toxicidade Subcronica, Ill. Genotoxicidade e IV.

Teratogénese.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Espécies vegetais

Ha milhares de anos, o homem vem utilizando os recursos da natureza para o
tratamento de diversas doencgas. Através da observacdo e da experimentagcdo pelos povos
antigos é que as propriedades terapéuticas de muitas plantas foram sendo descobertas e
propagadas de geracdo em geracdo (TUROLLA; NASCIMENTO, 2006). Dessa forma, 0 uso
de plantas com finalidades medicinais foi estabelecendo-se na cultura popular e
intensificando-se com o passar do tempo (EKOR, 2014).

Na area farmacéutica, as espécies vegetais foram e continuam sendo de grande
relevancia, tendo em vista a utilizacdo das substancias ativas oriundas destas espécies como
prototipos para o desenvolvimento de farmacos e como fonte de matérias-primas
farmacéuticas. Estima-se que somente 37% das drogas produzidas entre 1982 e 2007 foram
obtidas exclusivamente de sintese quimica com screening farmacol6gico randomizado. Os
outros 63% das moléculas produzidas neste periodo tiveram sua origem em produtos naturais,
enquadrando-se como produto natural propriamente dito, sendo derivadas destes ou ainda
mimetizando a a¢do de um produto natural (NEWMAN; CRAGG, 2007).

O Brasil é considerado o pais com maior diversidade vegetal do planeta. Dentre as
espécies vegetais brasileiras, inimeras possuem propriedades farmacoldgicas relevantes,
importantes ndo s6 como alternativa terapéutica, mas também como fonte econémica para o
pais. Existem aproximadamente 55.000 espécies de plantas superiores catalogadas no pais,
estando distribuidas em diversas regides fitogeograficas, a saber: Floresta Atlantica, Floresta
Amazonica, Pampas, Caatinga, Pantanal e Cerrado (ENGELKE, 2003).

O Cerrado brasileiro é reconhecido como uma das 25 areas mundiais prioritarias para
bioconservagdo e como a savana mais rica do mundo em biodiversidade. Este bioma ocupa
cerca de 22% do territorio nacional e percorre 14 estados brasileiros, sendo a regido centro-
oeste a de maior predominancia (WALTER; RIBEIRO, 2008).

Uma grande variedade de plantas do Cerrado é utilizada pela populacdo de diversas
formas: alimentagéo, artesanato, fabricacdo de bebidas, recuperagéo de solos degradados,
protecdo contra a erosao, e, muitas vezes, para uso terapéutico. Estima-se que mais de 220
espeécies nativas do Cerrado sdo utilizadas com fins medicinais (OLIVEIRA et al., 2011).

Ja em relacdo a potencialidade alimenticia, ressalta-se a importancia do bioma no

fornecimento de espécies frutiferas com alto valor nutricional (ROCHA et al., 2013). Os
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frutos oriundos do Cerrado apresentam propriedades funcionais importantes que s&o
atribuidas a presenca de diversas substancias bioativas. Entre as espécies frutiferas presentes
no Cerrado brasileiro destacam-se o buriti, 0 araticum, o baru, a cagaita, a guavira, a macauba

e, ainda, o objeto do nosso estudo: o pequi.

2.1.1. Caryocar brasiliense Cambess

A revisdo de literatura referente ao pequi (Caryocar brasiliense Cambess) (Figura 1)

encontra-se na forma de artigo, disponivel no Apéndice | (paginas 44 — 70) desta tese.

Figura 1. Aspecto visual do fruto do Caryocar brasiliense e seus componentes. (A) Pericarpo ou casca. (B)
Mesocarpo externo ou polpa branca. (C) Mesocarpo interno ou polpa comestivel. (D) Endocarpo ou envoltorio
da améndoa. (E) Améndoa. Fonte: adaptado de SILVA (2011).

2.2. Ensaios pré-clinicos de toxicidade de produtos naturais

Muitas espécies com propriedades funcionais e/ou medicinais sdo utilizadas pela
populacdo com base apenas em conhecimentos empiricos. Entretanto, somente a sabedoria
popular é insuficiente para comprovar a seguranca de uso de uma planta medicinal. A
Secretaria de Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saude, através da Politica Nacional de
Plantas Medicinas e Fitoterapicos (BRASIL, 2006), determina a toxicologia como uma das
etapas mestras para o desenvolvimento de fitoterapicos. Dessa forma, os ensaios toxicologicos
sd0 necessarios para avaliar os niveis de toxicidade e efeitos adversos associados ao consumo
de qualquer substancia (SILVA et al., 2012).
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Toxicidade pode ser definida como a propriedade potencial de uma determinada
substancia de instalar um estado patoldgico em consequéncia de sua introducao ou interacéo
com o organismo alvo (OGA et al., 2008).

A toxicidade, dentro do contexto de produtos naturais, tornou-se hoje um problema de
salde publica. Numerosos e irrefutaveis casos de envenenamento vém sendo relatados na
literatura envolvendo o uso de plantas (EKOR, 2013). Mais de 5000 suspeitas de reagdes
adversas relacionadas ao uso de ervas foram informadas a Organizacdo Mundial da Saude
antes de 1996. Entre 1993 e 1998, 2621 eventos adversos associados ao uso de suplementos
dietéticos foram informados ao FDA. Pesquisa realizada no Reino Unido sugere uma
incidéncia de evento adverso atribuido ao uso de fitoterapicos em torno de 7% (SILVEIRA et
al., 2008).

No Brasil, dados do Sistema Nacional de Informacdes Toxico-Farmacoldgicas
(SINITOX) apontam que, somente no ano de 2014, foram registrados 761 casos de
intoxicagdo humana por plantas no pais. Entre as causas descritas destacam-se: uso
terapéutico, automedicacdo, ingestdo alimentar e tentativa de suicidio/homicidio/aborto
(SINITOX, 2017). Entretanto, esse nimero tende a ser superior, pois muitos casos ndo sao
registrados ou sdo notificados como exposicdo a agente toxico desconhecido. O fato da
notificacdo de eventos toxicoldgicos ndo ser obrigatéria no Brasil também favorece a
subnotificacdo (CAMPOS et al., 2016).

A alta incidéncia de eventos adversos associados ao uso de plantas medicinais decorre,
principalmente, da crenca de que o que é natural € isento de reacGes toxicas. Sabe-se, porém,
que muitas plantas apresentam constituintes que tem potencial para desencadear reacoes
adversas, que podem estar relacionadas a efeitos toxicos hepaticos, renais, cardiacos,
reprodutivos, sanguineos, dérmicos, comportamentais ou até mesmo sobre o DNA
(TCHAMADEU et al., 2011).

Diversas plantas consumidas no Brasil apresentam propriedades tdxicas, dependendo
do preparo e uso. A babosa (Aloe vera L.), por exemplo, apresenta efeitos nefrotoxicos, o
confrei (Symphytum officinale L.) e a valeriana (Valeriana officinales L.) estdo associados
com danos hepaticos agudos, a arruda (Ruta graveolens L.) esta relacionada com casos de
aborto e efeitos teratogénicos. O alho (Allium sativumL.) e o gengibre (Zingiber
officinale Roscoe) sdo reportados como antiplaquetarios (SILVEIRA et al., 2008; BOCHNER
etal., 2012).

No Brasil, a legislacdo para medicamentos fitoterapicos vem sofrendo modificacoes

nos ultimos anos. A ANVISA vem elaborando normas para a regulamentacdo destes
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medicamentos. A portaria n°® 6 de 1995 estabeleceu prazos para que as industrias
farmacéuticas apresentassem dados de eficcia e seguranca dos medicamentos fitoterapicos
(ANVISA, 1995). A portaria n° 18 de 2004 dispds sobre os registros de medicamentos
fitoterapicos (ANVISA, 2004). Em 2006 foi publicado o decreto que aprova a Politica
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (BRASIL, 2006). J& em 2013, foi publicado
um guia que normatiza diversos testes pré-clinicos a serem realizados para o desenvolvimento
de medicamentos (ANVISA, 2013).

As normativas da ANVISA sdo instituidas tendo como base as recomendacdes
internacionais de agéncias de harmonizacdo e vigilancia de medicamentos. Os estudos pré-
clinicos de toxicidade sdo baseados nas normas da Environmental Protection Agency e
recomendados pela Food and Drugs Administration e pela Organization for Economic
Cooperation and Development (ANVISA, 2013).

Os testes de toxicidade em geral séo utilizados para avaliar ou para prever os efeitos
toxicos nos sistemas bioldgicos ou para averiguar a toxicidade relativa das substancias. A
avaliacdo pré-clinica permite caracterizar os efeitos toxicos relacionados a 6rgaos-alvo, dose
dependéncia, tempo seguro para exposicao, reversibilidade de efeitos e determinar o tempo

em que sinais de toxicidade aparecem e desaparecem (OECD, 2008a,b).

2.2.1. Toxicidade Aguda

O teste de toxicidade aguda é um ensaio realizado em roedores que tem como objetivo
avaliar a toxicidade produzida por uma substancia quando esta é administrada a animais em
uma ou mais doses por um periodo inferior a 24 horas, seguido da observacdo dos animais por
14 dias (ANVISA, 2013).

Este teste é importante por ser utilizado como um rastreio inicial de toxicidade,
permitindo determinar a dose letal média (DLso) de qualquer substancia (OECD, 2008a). A
DLso corresponde a dose da substancia que se estima que cause a morte de 50% dos animais
da pesquisa. Estudos de toxicidade aguda dado suporte e devem ser realizados anteriormente a
Fase 1 da Pesquisa Clinica (ANVISA, 2013).

2.2.1.1. Desenho Experimental da Toxicidade Aguda

O desenho experimental deste estudo para a pesquisa do potencial téxico agudo foi
baseado no protocolo “Acute oral toxicity — Up and down procedure” (OECD, 2008a).
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A via de administracdo recomendada é aquela que é pretendida para consumo humano.
No caso da substancia teste ser consumida via oral, preconiza-se a utilizagdo da gavagem nos
animais experimentais. A espécie animal de primeira escolha é o rato, embora também
possam ser utilizadas outras espécies de roedores. Os protocolos recomendam a utilizagéo de
fémeas, sendo que estas devem ser nuliparas, ndo prenhas, jovens (8 a 12 semanas de idade) e
saudaveis.

A dose empregada para iniciar o teste deve ser decidida com base em estudos
anteriores com a mesma substancia ou entdo com base em testes com substancias de estrutura
quimica similar. Quando ha informacdo indicativa de que o material de ensaio é de baixa
toxicidade, deve-se utilizar como limite do teste a dose de 2000 mg/kg. A dose devera ser
administrada aos animais, um animal por vez, de forma sequencial, até que se obtenha um
namero de cinco animais tratados e assim seja possivel calcular a DLso.

Quando ha pouca ou nenhuma informacdo sobre a toxicidade do produto, ou ainda que
se espera que apresente algum nivel de toxicidade, deve-se iniciar o tratamento com uma dose
mais baixa. O primeiro animal sera dosado com um nivel abaixo da dose predita. Se o animal
sobreviver, o segundo animal recebe uma dose mais elevada. Se o animal morrer ou
apresentar sinais toxicos, o segundo animal recebe uma dose mais baixa. O fator de
progressdo da dose deve ser escolhido e mantido constante ao longo do estudo. Usualmente,
utiliza-se fator de 3,2 (sequéncia de 1.75, 5.5, 17.5, 55, 175, 550, 1750 mg/kg). Se nenhuma
estimativa da letalidade da substancia esta disponivel, a dosagem deve ser iniciada com 175
mg/kg.

Os animais devem ser observados periodicamente ao longo de 14 dias apds receberem
a substancia teste. Todos os sinais clinicos devem ser sistematicamente anotados, levando-se
em conta os cinco parametros do screening hipocratico (MALONE; ROBICHAU, 1962),
descritos abaixo:

1) Estado Consciente: é avaliado através da observacdo da atividade geral do animal
dentro da caixa;

2) Atividade e Coordenagdo do Sistema Motor: é avaliada através da resposta ao toque,
da resposta do aperto da cauda, do endireitamento e da forca para agarrar do animal,

3) Reflexos: séo avaliados através da resposta ao estimulo auricular e corneal,

4) Atividades sobre o sistema nervoso central: avaliadas através da observagdo de
tremores, convulsdes, cauda em straub, sedagéo e/ou anestesia;

5) Atividades sobre o sistema nervoso autbnomo: avaliadas através da observacdo de

lacrimacdo, cianose, ptose, salivacdo e/ou piloerecéo.
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Além da observacdo dos pardmetros hipocraticos, os animais também devem ser
monitorados quanto ao consumo de &gua e racdo e peso corporal. Ao final do periodo de
observacao, todos os animais devem ser submetidos a eutanasia e autopsiados (ANVISA,
2013).

2.2.2. Toxicidade Subcroénica

O teste de toxicidade subcrdnica € um ensaio realizado em roedores que tem o objetivo
de caracterizar o perfil de toxicidade de uma substancia através da administracdo desta,
repetidas vezes, a grupos de animais por um determinado periodo de tempo (ANVISA, 2013).
O tempo de tratamento nos estudos de toxicidade subcronica ¢ variavel, dependendo do tempo
de exposicdo humana a substancia teste. Usualmente, os protocolos recomendam a
administracdo da substancia sob investigacdo aos animais por 28 ou 90 dias consecutivos
(OECD, 2008b).

E possivel, através de testes de toxicidade subcronica, constatar uma variedade muito
ampla de potenciais alvos de toxicidade, bem como efeitos na fisiologia animal, efeitos
hematoldgicos, bioguimicos, anatbmicos e histopatoldgicos, além de informacgdes sobre a
indicagdo da NOEL (dose de efeito ndo observado), NOAEL (dose de efeito adverso néo
observado), LOAEL (menor dose com efeito adverso observado) e LOEL (menor dose com
efeito observado) (OECD, 2008b; ANVISA, 2013). Por tais vantagens, é um teste muito bem
aceito e reproduzido no meio cientifico. Os dados de seguranca obtidos em testes de

toxicidade subcrénica ddo suporte as Fases 1, 2 e 3 da Pesquisa Clinica (ANVISA, 2013).

2.2.2.1. Desenho Experimental da Toxicidade Subcronica

O desenho experimental deste estudo para a pesquisa do potencial toxico subcrénico
foi baseado no protocolo “Repeated dose 28-day oral toxicity study in rodents” (OECD,
2008Db).

Similarmente a toxicidade aguda, a via de administracdo recomendada é aquela
pretendida para o consumo humano e a espécie animal de primeira escolha € o rato. Os grupos
experimentais devem ser compostos por cinco machos e cinco fémeas, de animais adultos
jovens e saudaveis. E, adicionalmente, deve-se estabelecer um grupo controle negativo, que
receberd somente o veiculo da formulacdo e um grupo satélite, que serd& mantido em

observacao por mais duas semanas.
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As doses empregadas em estudos subcronicos séo, em geral, estabelecidas com base
na DLso, respeitando-se, sempre, a dose maxima permitida de 1000 mg/kg/dia. A dose mais
elevada deve ser escolhida com o objetivo de induzir efeitos toxicos, mas ndo a morte ou
sofrimento grave no animal. As demais doses sdo estabelecidas em sequéncia decrescente
com vistas a evidenciar uma correlagdo dose-resposta.

A substéncia teste deve ser administrada aos animais diariamente durante 28 dias
consecutivos. O volume de liquido administrado por dia ndo deve exceder 2 mL/100g de peso
corporal. A variabilidade do volume de ensaio serd& minimizada atraves do ajuste da
concentragdo para garantir um volume constante para todas as doses. A dose deve ser
administrada no mesmo periodo todos os dias, e ajustada conforme necessario para manter um
nivel de dosagem constante em termos de peso corporal do animal.

Ao longo do periodo de tratamento, os animais precisam ser diariamente observados
quanto aos parametros do screening hipocréatico, consumo de &gua, consumo de racdo e peso
corporal. No 29° dia de experimento, os animais sdo anestesiados, submetidos a eutanasia, é
feita a coleta de sangue e entdo a laparotomia para analise macroscépica dos 6rgaos e retirada
destes para andlise histopatoldgica.

Pardmetros hematoldgicos devem ser quantificados, uma vez que o sistema
hematopoiético é alvo de substancias tdéxicas. DeterminacBes bioquimicas devem ser
realizadas com o intuito de investigar possiveis efeitos txicos nos tecidos e, especificamente,
efeitos nos rins e figado. Todos os animais do estudo devem ser submetidos a autopsia
detalhada que inclua o exame da superficie externa do corpo, orificios e érgdos internos. Os
6rgdos devem ser limpos de tecidos aderentes, rapidamente pesados e encaminhados a anélise
histopatologica. Todas as lesdes aparentes, bem como os 6rgdos suscetiveis de constituirem

orgados-alvo, também devem ser processadas e analisadas histologicamente.

2.2.3. Genotoxicidade

A genotoxicidade, também conhecida como toxicidade genética, € uma area da
toxicologia que verifica se a substancia sob investigacdo apresenta potencial de causar dano
ao material genético (QUEIROZ et al., 2013). Esse dano pode ser quantificado por testes in
vitro e in vivo através da observacdo de lesdo génica, mutacdo génica ou alteracdo
cromossomica (ANVISA, 2013).

A avaliacdo da toxicidade genética ndo pode ser considerada como uma medida final

de carcinogenicidade. Entretanto, seus resultados sdo frequentemente utilizados como um
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indicativo para a possibilidade de desenvolvimento de cancer, uma vez que os testes medem
um evento inicial ou intermediério da tumorigénese (RIBEIRO et al., 2003).

Vaérias plantas com importante uso etnofarmacologico e alimentar foram avaliadas
quanto ao potencial genotdxico nos ultimos vinte anos. Das plantas estudadas, ha relatos de
atividade genotoxica em 28,4% dos casos. Esta alta incidéncia de resultados positivos reforca
a necessidade de avaliagcOes toxicoldgicas genéticas de plantas e seus derivados com interesse
nutricional e medicinal (SPONCHIADO et al., 2016).

2.2.3.1. Lesao Génica

Quando se trata de estudos de lesdes génicas, é importante ressaltar que estas, apos
serem processadas pelo organismo, sdo ainda passiveis de correcdo pelo sistema de reparo do
DNA. Dessa forma, uma lesdo detectada pode ou nédo resultar em uma mutacdo (RIBEIRO et
al., 2003).

O método mais conhecido, sensivel e confiavel para detectar rupturas de cadeia no
DNA é o ensaio cometa. Diversos pesquisadores tém aplicado a versdo alcalina do teste na
area da genética toxicoldgica, avaliando a genotoxicidade de diversos compostos. Esta técnica
pode ser aplicada a qualquer material biolégico que forneca células eucaridticas para andlise
(ROJAS et al., 1999; OECD, 2014a).

2.2.3.1.1. Desenho Experimental de Lesdo Génica

O desenho experimental deste estudo para a pesquisa do potencial genotdxico foi
baseado no protocolo “In Vivo Mammalian Alkaline Comet Assay” (OECD, 2014a).

Para a realizagdo do ensaio cometa, recomenda-se a utilizagdo de roedores adultos
jovens (6 a 10 semanas) e saudaveis. Os grupos devem ser compostos por cinco animais de
cada sexo, incluindo grupos de controle positivo e controle negativo. O tratamento dos
animais deve ser realizado com a administracdo de doses diérias da substancia teste por um
periodo de tempo que garanta que a substancia sob investigacao atinja o tecido alvo. O tempo
minimo de tratamento recomendado é de dois dias.

Se existirem estudos preliminares com a substancia a ser testada, estes estudos devem
ser utilizados como base para escolha das doses. Para uma substancia que se espera nao ser

toxica, em um periodo de tratamento de 14 dias ou mais, a dose méxima permitida a ser
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administrada é 1000 mg/kg/dia. Para periodos de tratamento inferiores a 14 dias, a dose
maxima permitida estende-se para 2000 mg/kg/dia.

Observacdes clinicas gerais relacionadas a salude dos animais devem ser feitas e
registradas pelo menos uma vez por dia. Para estudos de duracdo mais longa, todos 0s animais
devem ser pesados no inicio do estudo, semanalmente e ao final do estudo. O consumo
hidrico e de racdo deve ser medido pelo menos semanalmente. Os animais que exibirem
indicadores néo-letais de toxicidade devem ser submetidos a eutanasia antes da conclus&o do
periodo de teste.

Apobs o periodo de tratamento, os tecidos de interesse devem ser preparados e as
suspensdes celulares transferidas para laminas com agarose. O ensaio cometa se baseia na
organizacdo do DNA no interior do nucleo celular. As células embebidas em agarose passam
por processo de desnaturacdo e lise de membranas e entdo sdo submetidas a uma eletroforese.
Dessa maneira, qualquer fragmento de DNA que tenha sido lesionado através de quebra tera
um peso menor e, por conseguinte, saira da sua posicao celular original e migrara junto com a
corrente elétrica. A intensidade da migracdo, portanto, refletira a quantidade de material
lesionado (COOK et al., 1976; OECD, 2014a). Os fragmentos que sdo transportados pela
eletroforese resultam em uma imagem que remete a um cometa, com cabeca e cauda,
originando assim o termo ensaio cometa (KLAUDE et al., 1996).

N&o existe célula sem dano ao DNA, visto que o préprio metabolismo celular pode
gerar em torno de 1000 lesdes diarias no DNA/célula. Desse modo, 0 ensaio cometa é
essencialmente comparativo, sendo imperativa a presenca simultadnea de controle positivo e
negativo (RIBEIRO et al., 2003).

Para cumprir os requisitos de bem-estar animal, em particular a redugdo do uso de

animais, este ensaio foi integrado com o estudo de toxicidade subcronica.

2.2.3.2. Mutacéo Génica

No inicio dos anos 80, os 6rgdos de salde publica e as agéncias ambientais, em varios
paises industrializados, acrescentaram a mutagenicidade a lista das propriedades toxicas a
serem avaliadas antes que medicamentos fossem introduzidos no mercado (DOLL; PETO,
1981). De la para ca, diversos ensaios vém sendo padronizados para detectar, in vitro e in
vivo, 0 potencial mutagénico de compostos.

O teste do micronucleo é um ensaio bioldgico realizado para a deteccdo de agentes

clastogénicos (que guebram cromossomos) e agentes aneugénicos (que induzem aneuploidia
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ou segregacdo cromossdmica anormal). E um dos mais bem estabelecidos ensaios no campo
da mutagenicidade, sendo amplamente aceito pelas agéncias internacionais de regulacdo
(OECD, 2014b).

Resumidamente, o teste do micronicleo tem como principio avaliar o efeito genético
da substancia teste sobre a formacdo de micronlcleos que sejam constituidos por material
cromossémico da célula precursora. O micronlcleo representa perda de cromatina em
consequéncia de dano cromossémico estrutural ou danos no aparelho mitético (RIBEIRO et
al., 2003). Durante a maturacdo celular, o eritroblasto presente na medula converte-se em
eritrécito policromatico. Neste processo, o0 nucleo da célula é expulso, mas qualquer
micronucleo que tenha sido formado permanece na célula. Dessa maneira, um aumento na
frequéncia de eritrécitos policroméaticos com micronucleo é indicativo de dano cromossémico
induzido e repassado (OECD, 2014b).

As caracteristicas basicas deste teste sdo: (1) o efeito da substancia teste é observado
em eritrdcitos policromaticos anucleados; (2) o eritrcito policroméatico tem um tempo de vida
curto, de modo que a presenca de micronucleos € indicativa de dano cromossémico induzido
recentemente; e (3) os micronucleos sao facilmente identificaveis e a sua distribuicdo € bem
definida (RIBEIRO et al., 2003).

2.2.3.2.1. Desenho Experimental de Mutagdo Génica

O desenho experimental deste estudo para a pesquisa do potencial mutagénico foi
baseado no protocolo “Mammalian Erythrocyte Micronucleus Test” (OECD, 2014b).

De maneira similar ao ensaio cometa, o teste do microntcleo é realizado em animais
de ambos os sexos, preferencialmente roedores. Recomenda-se 0 uso de ratos ou
camundongos, embora qualquer espécie de mamiferos possa ser utilizada. Os grupos devem
ser compostos por um minimo de cinco animais de cada sexo. Grupos controle positivo e
negativo, de ambos os sexos, devem ser incluidos no estudo e manuseados de maneira
idéntica aos animais tratados.

Os animais devem ser expostos a substancia teste através de uma via apropriada,
recomenda-se a gavagem quando esta via for a pretendida para consumo humano. A dose
limite permitida € de 2000 mg/kg/dia para tratamentos de até 14 dias e 1000 mg/kg/dia para
tratamentos superiores a 14 dias.

Ao final do periodo de tratamento, a medula 6ssea dos animais é coletada atravées do

fémur, preparada e corada. A medula 0ssea € o tecido alvo para danos geneéticos neste teste,
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uma vez que os eritrdcitos sdo produzidos neste tecido. Para cada ld&mina preparada deve ser
analisado um total de 2000 células, sendo que a frequéncia de eritrécitos policrométicos
micronucleados € o principal ponto final observado.

A medicdo de micronucleos em amostras de sangue periférico é também aceitavel,
entretanto somente em situacbes em que o pesquisador forneca uma forte justificativa
cientifica para uso dessa amostra bioldgica e que comprove que a a¢do esplénica dos animais
ndo esteja interferindo na frequéncia de células micronucleadas observadas.

Para cumprir os requisitos de bem-estar animal, em particular a reducdo do uso de

animais, este ensaio foi integrado com o estudo de toxicidade subcrdnica.

2.2.4. Toxicologia do Desenvolvimento

A toxicologia do desenvolvimento € a ciéncia que estuda os efeitos que ocorrem nos
organismos em desenvolvimento ap6s a exposi¢cdo dos progenitores a quaisquer substancias
adversas. Essa exposicdo pode ser antes da concepc¢do, durante o periodo pré-natal ou durante
a lactacdo. A toxicologia do desenvolvimento engloba ainda a teratologia e a toxicidade
reprodutiva (OGA et al., 2008).

A teratologia € a ciéncia que estuda as causas, 0s mecanismos e 0s padrfes de
desenvolvimento anormal. Neste contexto, um agente teratogénico ¢ definido como “qualquer
substancia, organismo, agente fisico ou estado de caréncia que, estando presente durante a
vida embriondria ou fetal, produz uma alteragdo na estrutura ou fun¢do da descendéncia”
(OPITZ; GILBERT, 1982). Os estudos de toxicidade reprodutiva sdo aqueles que ttm como
objetivo revelar algum efeito de determinada substancia na reproducdo (ANVISA, 2013), ou
seja, estudar a interferéncia de um agente toxico na capacidade reprodutiva de animais (EPA,
1991).

Antigamente, acreditava-se que os fetos estariam perfeitamente protegidos de todos os
agentes externos pela barreira placentaria e pelo proprio Gtero da mée. No entanto, em 1941
foram publicados os primeiros casos documentados de que o virus da rubéola poderia
provocar perturbagbes graves no desenvolvimento fetal (MOORE; PERSAUD, 2008).
Sequencialmente, no inicio dos anos 60, através da tragedia da talidomida, o conceito de
“barreira placentaria” foi definitivamente abalado (LIMA, 2014).

A talidomida, na época comercializada como antiemética para gestantes, afetou mais
de 10 mil criangas ao redor do mundo. Sabe-se, hoje, que a exposi¢cdo materna a uma unica

dose da medicacdo durante toda a gestacéo ja é suficiente para causar efeitos deletérios aos
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fetos. Os principais efeitos relatados da época sdo malformacdo dos intestinos, defeitos
auditivos, auséncia das orelhas, anormalidades oculares e encurtamento dos membros. Os
mecanismos teratologicos associados a talidomida ainda ndo sdo completamente elucidados,
porém sabe-se do envolvimento da acdo anti-angiogénica (SMITHELLS; NEWMAN, 1992).

Apos a tragédia da talidomida, os testes de toxicidade do desenvolvimento comegaram
a ganhar visibilidade na comunidade cientifica. Hoje se sabe que alteracGes causadas em
periodo embriofetal podem ocasionar diversos desdobramentos futuros, como a perda de
gestacdo, producdo de malformacbes (ex. microcefalia), producdo de alteracGes funcionais
(ex. retardo do crescimento) ou distlrbios neurocomportamentais (ex. retardo mental).
Diversos agentes estdo relacionados com a teratologia: agentes infecciosos (ex.
citomegalovirus, Toxoplasma gondii), agentes quimicos (ex. warfarina, alcool, acido
valproico), agentes fisicos (ex. raios-X, radiacdo atdbmica) e também espécies vegetais (ex.
boldo, poejo, horteld) (LIMA, 2014).

Os testes de avaliacdo do ciclo reprodutivo e teratogenicidade sdo previstos por
diversas agéncias regulatérias ao redor do mundo. Por serem testes de alta complexidade, sdo
classicamente divididos em trés segmentos (LIMA, 2014):

Segmento |. Também conhecido como estudo da fertilidade. Compreende o periodo
do pré-acasalamento até a implantagdo do blastocisto no Gtero. E o segmento que permite
avaliar a fertilidade e desempenho reprodutivo dos progenitores.

Segmento Il. Também conhecido como toxicologia do desenvolvimento ou
teratologia. Compreende o periodo critico da gestacdo: a organogénese. E o segmento que
permite avaliar a embriotoxicidade e a teratogénese, segmento estudado na presente tese.

Segmento I11. Também conhecido como estudo perinatal e pos-natal. Compreende o
final da gestacdo até a idade adulta do periodo pos-natal. Permite avaliar alteracfes na
progénie exposta na fase de desenvolvimento fetal e lactacéo.

Além da avaliacdo reprodutiva, em todos os segmentos procede-se também com a
avaliacdo da toxicidade materna. Muitas alterac6es fisioldgicas no organismo gestante podem
influenciar o metabolismo e excre¢do de substancias quimicas. A diminui¢cdo da motilidade
intestinal, o aumento da retencdo de liquidos e as modificagdes hormonais, por exemplo,
podem afetar as propriedades farmacocinéticas de compostos quimicos, podendo levar assim
a uma resposta expressiva em um organismo gestante, quando comparado a um ndo gestante.
Além disso, o ganho insuficiente de massa corporal em uma fémea gestante pode acarretar em

restricdo de crescimento intrauterino ou comprometer a ossificagdo do feto (LIMA, 2014).
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Estudos comparativos mostram que agentes que causam toxicidade do
desenvolvimento em humanos frequentemente produziram efeitos similares em estudos
experimentais realizados com animais, demonstrando assim a importancia preditiva dos testes
de toxicidade do desenvolvimento (EPA, 1991). De uma maneira geral, a positividade em
qualquer teste de cunho reprodutivo, em qualquer espécie, exclui a utilizagcdo do produto na
espécie humana, durante a gravidez (SIMOES et al., 2010).

2.2.4.1. Desenvolvimento Embriofetal

Para entender a importancia do estudo do ciclo reprodutivo em segmentos, é preciso
também entender as particularidades de cada etapa reprodutiva. Dentro do contexto
experimental, também € importante que se esclareca os motivos da escolha da espécie animal.
Portanto, neste topico sera abordada a temética de desenvolvimento embrionario da espécie
humana e sua comparagéo animal.

Humanos e ratos de laboratorio apresentam muitas similaridades na fisiologia e
comportamento reprodutivo, principalmente no que concerne a funcionalidade enddcrina.
Muitas dessas similaridades ndo sdo compartilhadas por outras espécies de mamiferos, o que
torna o rato a espécie ideal para estudos que envolvam funcdo reprodutiva e do
desenvolvimento (GRAY et al., 2004).

Fisiologicamente, tanto a funcdo reprodutiva de ratos quanto a de humanos envolve a
integracdo dos sistemas neuroenddcrino, nervoso central e ovarios, constituindo o eixo
hipotalamico-hipofisario-gonodal. Os hormdnios sdo necessarios para induzir o implante do
blastocisto no Utero, manter a gravidez, induzir o parto e a lactacdo e estimular o
comportamento materno-reprodutivo (GRAY et al., 2004).

Em ambas as espécies animais, a funcdo reprodutora feminina é dividida em duas
principais fases: a preparacdo do corpo para a gestacdo e a gestacdo propriamente dita
(GOPINATH, 2013). A preparacédo para a gestacao envolve, repetidamente, diversos aspectos
fisiologicos, tais como: flutuagdo hormonal equilibrada, liberagdo de gametas viaveis e
alterac6es morfoldgicas e bioquimicas do Utero com vistas a efetuar o transporte adequado do
ovulo e espermatozoide (LIMA, 2014). J4 um organismo gestante, depende essencialmente da
manutencdo adequada dos niveis de progestogénios e estrogénios (ALMEIDA, 2009).

O atero humano e o Utero de ratas sdo anatomicamente diferentes. O utero humano é
caracterizado apenas por um estreitamento inferior seguido da cérvix, que se abre na vagina

(GOPINATH, 2013). O utero de ratas, e roedores em geral, € um o6rgao em forma de Y,
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constituido por dois alongados cornos uterinos. Esse formato anatdmico ocorre para que seja
possivel acolher o elevado nimero de filhotes produzidos em uma gestacdo de roedores
(ALMEIDA, 2009; GOPINATH, 2013).

Em mulheres, a efetiva duracdo da fertilidade a cada ciclo menstrual varia entre 24 e
48 horas e a viabilidade dos espermatozoides ap06s o coito € de 48 a 60 horas. Enquanto isso,
em ratas, a cada ciclo estral, o periodo de efetiva fertilidade é de aproximadamente 14 horas e
a viabilidade espermatica do rato é de até 17 horas (LIMA, 2014).

Na mulher, o foliculo ovariano rompe-se para possibilitar a ovulacdo. As paredes do
foliculo, sob a influéncia do LH, se modificam em corpo lUteo, que secreta progesterona e
estrogénio. Se ha a fecundagdo do ovdcito, o corpo liteo aumenta de tamanho e forma o corpo
luteo gravidico. A producdo de gonadotrofina coridnica humana impede a degeneracdo do
corpo luteo. Se ndo ha a fecundacdo do ovacito, o corpo lateo involui e degenera, formando,
posteriormente, o corpo albicans (MOORE; PERSAUD, 2008). A duracdo de um ciclo
menstrual tipico é de 28 dias, enquanto que a duracdo média de um ciclo estral de ratas é de 4
a 5 dias (LIMA, 2014).

O sitio de fecundacao usual em humanos é a ampola da tuba uterina. Ndo havendo
fecundacdo, o ovocito migrara para o Utero e sera degenerado. Se houver fecundacéo, ocorre a
combinacdo dos cromossomos dos progenitores na metafase da primeira divisdo mitética do
zigoto (celula totipotente altamente especializada). O zigoto sofre novas clivagens
consecutivas. As duas primeiras células filhas chamam-se blastomeros. A unido de 12 a 32
blastbmeros forma a morula. Quatro dias ap06s a fecundacao, a mérula alcancga o Gtero, sendo
entdo chamada de blastocisto, momento em que este se adere superficialmente a parede
uterina (MOORE; PERSAUD, 2008). O intervalo temporal entre a fecundagédo e o implante
superficial do blastocisto no Utero em ratas é de quatro a seis dias; enquanto que em humanos
é entre o sétimo e o décimo segundo dia (GRAY et al., 2004; ALMEIDA, 2009).

As fémeas de ratos e humanos compartilham também o mesmo tipo de placenta,
denominada hemocorial. Esse tipo corresponde a placenta de maior proximidade entre mée e
feto, apresentando intimo contato entre corion fetal e sangue materno. Essa caracteristica
facilita a passagem de diversas substancias da circulacdo materna para o feto (FURUKAWA
et al., 2011). O transporte placentario exerce importante papel na manutencdo de uma
gestacdo saudavel, através de complexa rede de transportadores membranares. Muitos
compostos, incluindo plantas medicinais, podem afetar o transporte placentério e alcancar o

feto, aumentando o risco de teratogenicidade (MOURA, 2016).
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Na sequéncia do implante, ocorre a gastrulacdo, processo que, resumidamente, é a
formagdo das trés camadas germinativas que sdo precursoras de todos os tecidos
embrionarios. Neste ponto € estabelecido o inicio da morfogénese, o desenvolvimento da
forma e estrutura do corpo e em sequéncia da organogénese (MOORE; PERSAUD, 2008).

Na mulher, o periodo gestacional compreende uma média de 270 dias e é chamado de
gravidez. Na rata, o periodo gestacional compreende uma média de 21 dias e é denominado
prenhez (ALMEIDA, 2009). Embora a nomenclatura e tempo de gestacao sejam distintos, 0s
periodos que compreendem a gestacdo sdo comuns as duas espécies, sendo eles: (1) pré-
implante, (2) organogénese e (3) desenvolvimento fetal (MOORE; PERSAUD, 2008).

A fase de pré-implante compreende o periodo que vai desde a fecundacgdo do ovocito
até a firme implantacdo do blastocisto no utero materno. Em humanos, a implantacao ocorre
antes da segunda semana de desenvolvimento, enquanto que em ratos vai até o 5° dia
(MOORE; PERSAUD, 2008). Nesta fase, o embrido é muito sensivel a acdo de qualquer
substancia quimica. Entretanto, essa sensibilidade parece estar muito mais relacionada a
letalidade (aborto) do que a teratogenicidade (RODRIGUES et al., 2011).

O segundo periodo gestacional, a organogénese, inicia com a implantacdo do
blastocisto no Utero, sendo que vai do final da primeira semana até a oitava semana pos-
fecundacdo em mulheres e em ratas do 6° até o 15° dia de prenhez (MOORE; PERSAUD,
2008). A fase da organogénese € caracterizada por intensa proliferacdo celular, diferenciacdo
tecidual e formacdo rudimentar das estruturas corporais (GRAY et al., 2004). O risco
teratologico existe durante todo periodo gestacional, porém é maior na fase da organogénese.
Essa fase é a mais suscetivel a embriotoxicidade ou malformac@es, sendo considerada como o
periodo teratogénico classico (RODRIGUES et al., 2011).

A fase do desenvolvimento fetal corresponde ao periodo final da gestagdo, em que o
feto estd inteiramente formado, porém ainda ha diferenciacdo do sistema nervoso central,
maturacdo fisioldgica dos diferentes sistemas e crescimento ponderal do feto. Em humanos
compreende oito semanas completas pos-fertilizacdo até o nascimento e em ratos do 16° dia
até o nascimento (MOORE; PERSAUD, 2008). Neste periodo, a sensibilidade frente a
malformacdes anatdmicas € consideravelmente menor, porém a exposi¢cdo a xenobidticos
ainda pode resultar em efeitos deletérios de ordem funcional a alguns sistemas. Em especial,
séo alvos desse periodo o sistema nervoso central, sistema enddcrino e sistema imunoldgico
(RODRIGUES et al., 2011).

Considera-se que a maioria das drogas capazes de produzir efeitos deletérios ao

sistema reprodutor atua a nivel metabolico de maneira direta (atraves de inibicdo enzimatica,
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mutacao génica ou intervencdo em mitoses). Porém, podem atuar também de maneira indireta,
através de acdo toxica sobre a mde, sobre a placenta ou sobre os vasos umbilicais
(BENZECRY et al., 2001).

Gestantes, culturalmente, constituem um grupo populacional que com frequéncia
recorre ao uso de derivados de plantas para o tratamento de doencgas. Considerando este
cenario, é necessaria a preocupacdo em conhecer os possiveis efeitos adversos dos produtos

consumidos, para que se evitem riscos para a mae e feto.

2.2.4.2. Plantas Medicinais e Toxicidade Reprodutiva

Diversos produtos de origem vegetal podem promover prejuizos aos O0rgaos
reprodutivos ou ao sistema endocrino quando consumidos de maneira indiscriminada. Em
funcdo dos efeitos tdxicos, esses produtos podem ser categorizados em abortivos,
teratogénicos ou embriotdxicos (ARCANJO et al., 2014; VIEL, 2016).

Muitas plantas consumidas rotineiramente no Brasil estdo relacionadas com processos
de abortamento. A arruda (Ruta graveolens L. — uso de folhas na dose de 10 mg/kg), a
artemisia (Artemisia vulgaris — uso de folhas na dose de 6000 mg/kg), a caléndula (Calendule
officinalis — uso das flores, folhas e caules) e o funcho (Foeniculum vulgare Miller — uso das
sementes, frutos e raizes) sdo exemplos de plantas empregadas no uso popular com
finalidades emenagogas e que apresentam como atividade biolédgica a inducdo do aborto. Ha
evidéncias de que o ascaridol, a boldina, a rutina e a tujona sejam os principais constituintes
quimicos responsaveis pela atividade abortiva nestas espécies (MOURA, 2008).

O ché obtido das flores da camomila (Matricaria recutita) € amplamente empregado
na etnofarmacologia com finalidades sedativas e ansioliticas (SOUSA et al., 2008). Sua
composi¢do quimica, propensa ao efeito calmante, afeta também o sistema reprodutor
feminino atraves do relaxamento uterino, podendo, dessa forma, induzir o aborto (MOURA,
2008).

Ainda em relagéo a plantas com potencial abortivo, Rodrigues e colaboradores relatam
qgue as folhas da angélica (Angelica archangelica), as folhas da sucuuba (Himathantus
sucuuba), as folhas e galhos do alecrim (Rosmarinus officinales), as folhas da arnica (Arnica
montana), as cascas da canfora (Cinnamomum canphora), as folhas do confrei (Symphytum
officinale L.) e as folhas do eucalipto (Eucaliptus globulus) sédo capazes de estimular a
motilidade uterina, ocasionando, dessa forma, quadros de abortos (RODRIGUES et al., 2011).
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Todas as plantas mencionadas s&o muito conhecidas na medicina popular e tem seu
uso bem estabelecido. A angélica é empregada como anticoagulante. A sucuuba € usada na
prevencdo e tratamento de gastrite e Glcera. O alecrim apresenta efeitos estimulantes,
antissépticos, antifingicos e antimicrobianos. A arnica é empregada dermicamente em
contusdes, hematomas e distensdes musculares. A cénfora tem uso como antisséptico e
sedativo. O confrei, topicamente é usado para psoriase, queimaduras e fissuras. O eucalipto é
amplamente empregado no tratamento de inflamagdes pulmonares e mucosidade excessiva
(RODRIGUES et al., 2011).

Arcanjo e colaboradores adicionam a essa lista o popular quebra-pedra (Phyllanthus
niruri), enfatizando que o processo de abortamento ocorre por hemorragia grave. Foram
consideradas como abortivas as folhas, as flores e os frutos desta espécie (ARCANJO et al.,
2014).

Algumas espécies vegetais sdo conhecidas popularmente por apresentarem atividades
laxativas. A seiva obtida das folhas da babosa (Aloe spp.), a casca seca da céscara-sagrada
(Rhamnus purshiana DC.), as folhas do sene (Cassia angustifolia e Cassia acutifolia) e as
raizes do ruibarbo (Rheum palmatum) mostram-se eficientes laxantes, entretanto também
apresentam efeitos abortivos. Acredita-se que essas atividades abortivas estejam relacionadas
com alguns constituintes quimicos tais como aloe-emodina, aloina, barbaloina e emodina
(MOURA, 2008).

O barbatimdo (Stryphnodendron polyphyllum) é popularmente empregado com
finalidades antimicrobianas. O extrato obtido de suas sementes foi testado em ratas gravidas
na dose de 500 mg/kg e ocasionou diminui¢do do peso dos 6rgdos reprodutivos e atrofia dos
corpos luteos, sendo, a partir de entdo, considerado como embriotoxico (VITRAL et al.,
1987). Além dele, ha relatos de efeitos embriotdxicos para as raizes secas de videira trovao de
Deus (Tripterygium wilfordii, nas doses de 50 e 100 mg/kg) e para as folhas de Rhazya stricta
(sem nome popular descrito, nas doses de 500 e 1000 mg/kg), sendo a primeira planta
empregada no tratamento do lUpus e sindrome nefrotica e a segunda em diabetes e quadros
inflamatdrios (RODRIGUES et al., 2011).

Estudos realizados em ratas apontam que algumas plantas, comumente utilizadas com
finalidades digestivas, também apresentam potencial embriotdxico e teratogénico. As folhas
do boldo (Vernonia condensata) ocasionaram retardo de crescimento fetal quando
administradas em doses de 0,5 a 2000 mg/kg. As folhas do boldo do Chile (Peumus boldus)
apresentaram efeitos teratogénicos significativos associados a toxicidade materna, quando

administradas em doses de 880 mg/kg. Ja as raizes do gengibre (Zingiber officinale), na dose
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1000 mg/kg, mostraram correlacdo entre exposi¢do pre-natal e perda fetal (RODRIGUES et
al., 2011).

Rocha e colaboradores, em 2012, avaliaram a toxicidade da casca-doce (Pradosia
huberi Ducke) em ratos Wistar, visto seu consumo etnofarmacoldgico em quadros de Ulceras
e gastrites. Os resultados obtidos apontaram que o extrato hidroalcodlico extraido da casca
compromete a capacidade reprodutiva durante a fase inicial da prenhez, sugerindo um
possivel efeito embriotdxico em todas as doses testadas (1,22, 6,1 e 30,5 mg/kg) (ROCHA et
al., 2012).

Tropaeolum majus L. é uma planta nativa dos Andes na América do Sul amplamente
distribuida em todo o mundo. No Brasil, é popularmente conhecida como capuchinha e é
utilizada como diurética e anti-hipertensiva. Um estudo investigou se o extrato etandlico das
folhas da espécie pode afetar o desenvolvimento embrionario em ratos Wistar. Significativas
perdas pré-implantacdo foram observadas em todas as doses utilizadas (3, 30, ¢ 300 mg/kg)
(BOTELHO LOURENCO et al., 2014).

O honokiol ¢ um componente bioativo isolado da casca da magndlia (Magnolia
officinalis), que tem uso etnofarmacol6gico como antimicrobiano, anti-inflamatério e
neuroprotetor. Animais foram tratados com diferentes doses do composto e, na dose de 2000
ug/kg, foram observadas toxicidade embrionaria e diminuicdo do comprimento corporal dos
fetos (ZHANG et al., 2016).

Os possiveis efeitos reprodutivos do 6leo essencial do orégano (Origanum vulgare L.)
foram recentemente investigados em ratos Wistar. Os resultados demonstraram que o
tratamento parental com o 6leo (na dose de 27% vol/vol) apresentou potencial para afetar
indices reprodutivos, resultando em perdas pés-implantacdo e alteracBes esqueléticas nos
fetos de maes tratadas (HOLLENBACH et al., 2017).

A Momordica charantia L., popularmente conhecida no Brasil como meldo de Sao
Caetano, destaca-se por suas propriedades terapéuticas, sendo extensivamente utilizada na
medicina popular para o tratamento da diabetes. O extrato seco das folhas da espécie foi
testado em ratos Wistar e os resultados sugerem o desenvolvimento de toxicidade materna nas
doses de 500, 1000 e 2000 mg/kg (TRAUTENMULLER et al., 2017).

A andiroba (Carapa guianensis Meliaceae), arvore comum na regido amazonica, é
popularmente empregada com finalidades analgesicas e antiinflamatdrias. O 6leo obtido de
suas améndoas foi testado durante a prenhez em ratas Wistar. O tratamento oral (doses de
0,375, 0,75, 1,5 e 3 g/kg) ndo resultou em anormalidades nos parametros analisados,
indicando seguranca de uso durante a gestacdo (COSTA-SILVA et al., 2007).
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O o6leo de céartamo € extraido das sementes da Carthamus tinctorius, planta cultivada
em todo o mundo devido as suas propriedades medicinais. Para investigacdo dos efeitos
teratogénicos, o Oleo foi pre-aquecido (mimetizando o consumo culinario humano) e
administrado oralmente a ratas prenhas. Os resultados apontam que a dose de 0,30 mL foi
capaz de causar malformag0es severas em 21,73% dos fetos analisados, enquanto que a taxa
de malformacdes do grupo controle foi de apenas 5,6% (INDART et al., 2002).

Outro o6leo comestivel bastante empregado na medicina popular é o 6leo obtido a
partir das améndoas de neem (Azadirachta indica). Estudos realizados com o 6leo de neem
demonstraram importantes efeitos sobre a capacidade reprodutiva de ratas Wistar. Ha relatos
de efeitos abortivos (doses de 4 a 6 mL/kg), efeitos fetotdxicos (doses de 1 a 2 g/kg) e
perturbacdes do ciclo estral (doses de 2 a 4,6 mL/kg). Autores afirmam que uma ingestao
diaria a partir de 0,14 mL de 6leo para um adulto de 70 kg ja é capaz de ocasionar efeitos
reprodutivos graves (BOEKE et al., 2004).

O oleo popularmente conhecido como 6leo de copaiba é extensivamente utilizado na
medicina natural e pode ser extraido de diferentes espécies do género Copaifera. Estudo
realizado em 2009 buscou elucidar os efeitos do dleo extraido da espécie Copaifera
langsdorfii em relagdo aos efeitos tdxicos maternos e teratogénicos. Os autores administraram
trés doses do 6leo (0,3, 0,6 e 0,9 mL/kg) a fémeas de camundongos durante o periodo
gestacional. Os resultados indicaram que o 6leo ndo apresentou toxicidade materna ou
teratogenicidade na prole (LOURENCO et al., 2009). Entretanto, outro estudo, dessa vez
realizado com o Oleo de copaiba obtido da espécie Copaifera multijuga Hayne, mostrou
resultados divergentes. Os autores relatam que o tratamento com doses de 200, 500 e 2500
mg/kg do 6leo resultou em diminuicdo significativa do peso corporal das maes e dos fetos,
além de diminuicdo do comprimento fetal. Dessa forma, afirmam que o tratamento resultou
em toxicidade materna e embriotoxicidade (GONCALVES, 2014).

2.2.4.3. Desenho Experimental de Toxicologia do Desenvolvimento

O desenho experimental deste estudo para a pesquisa do potencial tdéxico sobre o
desenvolvimento e teratogenicidade foi baseado nos seguintes protocolos: “Guia para a
conducédo de estudos nédo clinicos de toxicologia e seguranca farmacoldgica necessarios ao
desenvolvimento de medicamentos” (ANVISA, 2013), “Guidelines for Developmental
Toxicity Studies” (FDA, 2000), “Guidelines for Developmental Toxicity Risk Assessment”
(EPA, 1991) e “Prenatal Developmental Toxicity Study” (OECD, 2001). Embora existam
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pequenas variagOes entre os protocolos mencionados, de uma maneira geral, todos séo
similares e se complementam.

Os protocolos iniciam preconizando a importancia do conhecimento do ciclo estral dos
animais (vide Tabela 1 dos dados complementares, pagina 102). Todas as fémeas sdo
submetidas diariamente a avaliagdo microscopica de lavado vaginal, a fim de determinar sua
fase estral. Quando detectado o proestro, a fémea é colocada na presenca de macho
comprovadamente fértil. Na manh& seguinte, o esfregaco vaginal é refeito, e, apresentando
espermatozoides, é considerado o dia zero (d0) da gestacdo. Os acasalamentos séo repetidos
até a obtencdo do numero suficiente de progenitoras em cada grupo.

As fémeas prenhas sdo aleatoriamente divididas em trés grupos experimentais e grupo
controle. Elas sdo tratadas na fase de pds-implantacdo do blastocisto no Gtero, na fase
teratogénica classica: a organogénese, que corresponde do d6 até o d15 de prenhez, uma vez
ao dia.

Em relacdo aos grupos experimentais, 0s protocolos sugerem trés grupos de exposi¢éo
a substancia teste, em trés doses diferentes, e um grupo de controle negativo. A escolha das
doses segue 0 mesmo principio dos testes anteriores: uma que produza efeitos toxicos, outra
em que os animais ndo manifestem qualquer alteracdo e uma terceira, intermediaria entre as
anteriores, ndo excedendo a dose maxima diéria de 1000 mg/kg/dia.

Durante o tratamento, as fémeas s@o observadas quanto a sinais de toxicidade,
seguindo o screening hipocratico. Sdo acompanhadas, também, em relacdo ao peso corporal,
consumo de agua e consumo de racdo. Ao final do tratamento, para seguir avaliando a
toxicidade materna, sdo coletados o sangue e 6rgdos das mdes. Com o0s materiais, sdo
mensuradas varidveis hematolégicas, bioquimicas e feito o processamento histopatoldgico. A
avaliacdo da toxicidade materna é um ponto fundamental empregado nos protocolos
convencionais de avaliacdo de toxicidade do desenvolvimento. Essa avaliacdo permite
visualizar com maior exatiddo os efeitos da substancia teste ndo somente no organismo fetal,
mas tambeém na fisiologia reprodutiva da mée, o que pode levar aos efeitos toxicos no feto.

Para avaliar a performance reprodutiva, as fémeas devem ser submetidas a cesariana
um dia antes do que seria 0 parto natural. Sabendo que a gestacdo média de uma rata
compreende 21 dias, usualmente a cesariana é realizada no d20 de prenhez. Neste momento,
avalia-se 0 nimero de corpos lateos, de implantes uterinos, de reabsorgdes visiveis, de fetos
vivos e mortos e de suas respectivas placentas. Apds a laparotomia, os fetos sdo pesados,

analisados macroscopicamente e entdo processados para a analise esquelética e visceral.
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3. OBJETIVOS

GERAL
Avaliar a toxicidade pré-clinica do 6leo da polpa do Caryocar brasiliense (OPCB) em

ratos Wistar.

ESPECIFICOS

Determinar o perfil de acidos graxos do OPCB, através de cromatografia gasosa
acoplada a espectrometro de massas;

Quantificar os principais carotenoides do OPCB, através de cromatografia liquida de
alta eficiéncia;

Estimar a DLso do OPCB, através do teste de toxicidade aguda;

Verificar possiveis efeitos sisttmicos ou em 6rgdos-alvo do OPCB, através do teste de
toxicidade subcronica;

Verificar o potencial de letalidade do OPCB, através do teste de Artemia salina;

Investigar o potencial genotdxico do OPCB, através do ensaio cometa;

Investigar os potenciais efeitos mutagénicos e/ou citotoxicos do OPCB, através do
teste do microndcleo;

Analisar variaveis que indiqguem toxicidade materna nas progenitoras expostas ao
OPCB no periodo da organogénese;

Analisar variaveis que indiquem embriotoxicidade de fetos expostos ao OPCB no
periodo da organogénese;

Avaliar variaveis que indiquem teratogenicidade (anormalidades externas e internas)

de fetos expostos ao OPCB no periodo da organogénese.
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4, CONCLUSOES

GERAL
O ¢leo da polpa do Caryocar brasiliense (OPCB) ndo causou toxicidade pre-clinica

em ratos Wistar.

ESPECIFICAS

O OPCB ¢ rico em acidos graxos insaturados, com predominancia do cido oleico;

O OPCB ¢ rico em carotenoides, com presenca predominante de [-caroteno e
licopeno;

A DLso do OPCB foi estimada sendo maior que 2000 mg/Kkg;

A exposicdo repetida ao OPCB ndo foi capaz de causar efeitos sisttmicos ou em
6rgdos-alvo nos animais tratados;

O OPCB causou baixa letalidade no teste de Artemia salina;

O tratamento com o OPCB néo causou efeitos genotoxicos nos animais tratados;

O tratamento com o OPCB ndo causou efeitos mutagénicos e/ou citotoxicos nos
animais tratados;

As doses testadas do OPCB néo foram capazes de induzir toxicidade materna nas
progenitoras expostas no periodo da organogénese;

O tratamento com o OPCB ndo causou embriotoxicidade em fetos expostos ao OPCB
no periodo da organogénese;

O tratamento com o OPCB ndo causou teratogenicidade (anormalidades externas e
internas) de fetos expostos no periodo da organogénese.
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6. APENDICES

6.1. Artigo I: Aspectos quimicos, farmacologicos e toxicologicos do pequi (Caryocar

brasiliense Cambess.)

Submetido ao periddico “Revista Brasileira de Plantas Medicinais” (Fator de impacto 0.296,
Qualis B3 na area Medicina Il). Data de submissdo: 05/09/2016.

Link com as normas da revista: http://www.scielo.br/revistas/rbpm/pinstruc.htm
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Resumo: As plantas representam uma importante fonte de compostos biologicamente ativos.
Estudos que buscam reunir informacdes sobre espécies vegetais consumidas pela populacao
possuem grande importancia cientifica e econdmica. O presente trabalho objetivou realizar um

levantamento bibliografico de artigos originais, artigos de revisdes, dissertacoes, teses e livros,
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cujo objeto de estudo fosse o Caryocar brasiliense. A pesquisa contemplou informacdes
botanicas, geogréficas, usos populares e de composi¢cdo centesimal e quimica da espécie.
Além, ainda, dos principais estudos sobre efeitos bioldgicos e toxicologicos. Os estudos
presentes na literatura apontaram que a espécie € amplamente difundida e consumida pela
populacado. Seu fruto é rico em acido oleico, carotenoides e diversos compostos fendlicos, com
destaque para o acido galico. Entre os efeitos farmacoldgicos encontrados, destaca-se o
potencial antimutagénico, bactericida, fungicida, neuroprotetor, vasorrelaxante, cicatrizante e
quimiopreventivo. Seus estudos toxicolégicos sdo incipientes e representam um gargalo de
pesquisa. Embora amplamente consumida pela populacdo e com algumas pesquisas de efeito
bioldgico atuais, ha ainda grande caréncia de estudos que comprovem a atividade bioldgica
indicada pelo uso popular, bem como testes que apontem seguranca para uso, 0 que

representa campo propicio para novos estudos.

Palavras-chave: pequi, piqui, plantas medicinais, atividades farmacolégicas, Bioma Cerrado.

Abstract: The plants are a significant source of biologically active compounds. Studies seeking
to gather information on plant species consumed by the population have a great scientific and
economic importance. This study aimed to perform a literature review of original articles, review
articles, dissertations, theses and books in English and Portuguese, whose object of study was
the Caryocar brasiliense. The research included popular applications, chemical composition,
botanical and geographical information of the species. In addition, further major studies on
biological and toxicological effects. Studies in the literature indicated that the species is
widespread and consumed by the population. Its fruit is rich in oleic acid, carotenoids and
various phenolic compounds, especially gallic acid. Among the pharmacological effects found,

there is the potential antimutagenic, bactericide, fungicide, neuroprotective, vasorelaxant,



49

healing and chemopreventive. Its toxicological studies are incipient and represent a research
bottleneck. Although widely consumed by the population and with some current biological effect
of research, there is still a great lack of studies confirming the biological activity highlighted by
the popular use, as well as tests that point safety for use, which is conducive ground for new

studies.

Key-words: pequi, piqui, medicinal plants, pharmacological activities, Cerrado Biome.

Introducao

As plantas representam uma importante fonte de compostos biologicamente ativos. A
utilizacado popular de plantas medicinais no tratamento de inUmeras doencas aponta para a
necessidade de estudos quimicos, experimentais e clinicos, que objetivem validar as
propriedades etnoterapéuticas, bem como determinar a seguranca de uso destas espécies
(Grochank etal, 2016)_

O Brasil é considerado o0 pais com maior biodiversidade do planeta. Estima-se que em
torno de 20% das espécies da flora mundial sdo encontradas no Brasil, estando distribuidas em
diversas regibes fitogeograficas, como Floresta Atlantica, Floresta Amazbnica, Pampas,
Cerrado, Caatinga e Pantanal (de Meloetal, 2011)

O Cerrado brasileiro € reconhecido como uma das 25 areas mundiais prioritarias para
bioconservacdo e como a savana tropical mais rica do mundo em biodiversidade. Este bioma
ocupa cerca de 22% do territério nacional, em uma area de 2.036.448 km? e percorre 14
estados brasileiros, sendo a regido Centro-Oeste a de maior predominancia (Roesler et al, 2007)
Esta regido possui flora nativa composta por 11.627 espécies vegetais catalogadas e 1.600
espécies de animais (Klink & Machado, 2005) 'Fstima-se que mais de 220 espécies nativas do Cerrado

sdo utilizadas com fins medicinais (C!veraetal, 2011)
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Caryocar brasiliense Cambess € uma espécie natural do Brasil, popularmente conhecida
como pequi ou piqui. A espécie esta distribuida nos estados de Mato Grosso, Goias, Distrito
Federal, Sdo Paulo, Minas Gerais, Sdo Paulo, Parana, Para e alguns estados nordestinos.
Trata-se de uma arvore que apresenta diversas formas de utilizacdo (tdépico Aplicagcbes
populares). A madeira é empregada na fabricacdo de méveis e na construcao civil (CEPA 1984) A
casca é utilizada com fins de tinturaria (Ameda & Siva, 1994) =~ Ag foglhas sdo usadas na medicina
popular e na alimentacdo de animais (Xeretal, 2007) A améndoa é empregada na culinaria (Mel°
Junior etal,, 2004y~ fruto € utilizado na culinaria, medicina popular e para extragdo de 6leo (Xeretal.
2007) O 6leo extraido é empregado com finalidades medicinais, cosméticas e de saboaria (Almeida
& Silva, 1994, Oliveira, 1998).

Visualizando toda a utilizacdo popular do pequi, percebe-se sua importancia nutricional,
medicinal, social e econdmica. Em virtude disso, alguns estudos cientificos vém sendo
realizados buscando correlacionar a sua composi¢ao quimica (tépicos Composicdo Centesimal
e Composicdo Quimica) com seus efeitos biolégicos (tépico Efeitos Bioldgicos). Embora a
planta seja muito conhecida e consumida, existe um gargalo de pesquisa, principalmente no
gue concerne aos testes toxicologicos (topico Potencial Toxicologico). Neste sentido, o
presente trabalho teve por objetivo realizar uma revisdo de estudos cientificos sobre essa
planta, buscando subsidiar e estimular novas pesquisas, sobretudo com os frutos do Cerrado

brasileiro.

Fonte de Dados

Para a escrita desse trabalho realizou-se levantamento bibliografico de artigos originais,
artigos de revisdo, dissertacdes, teses e livros disponiveis online. Usou-se como periodo os
anos de 1968 a 2016 e como idioma as linguas portuguesa e inglesa. As palavras-chave

utilizadas como fonte de pesquisa foram: Pequi, Piqui, Caryocar brasiliense, Toxicidade e
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Toxicity. Os trabalhos académicos utilizados para elaboracdo desta pesquisa foram extraidos

das bases de dados: PubMed, Scielo, Portal Periédicos da CAPES e Scholar Google.

Consideracfes Botanicas

Caryocar brasiliense Cambess é popularmente conhecido como “pequi”, “piqui”, “piquia”,
“piquia-bravo”, “pequia-pedra”, “pequerim”, “suari”, “piqui-vinagreiro”, “pequi-do-cerrado”,
“‘améndoa de espinho”, “grdo de cavalo” e “améndoa do Brasil”. A localizagdo geografica
interfere nos nomes populares, sendo que no Cerrado a espécie € principalmente conhecida
como “pequi” (Hmaetal, 2007) " Etimologicamente, a denominagao “pequi” origina-se da palavra tupi
“pyqui”, que significa casca espinhosa (py = casca e qui = espinho). Possivelmente, devido aos
peguenos espinhos presentes no endocarpo do fruto (Almeida & Silva, 1994)

Em termos taxondmicos, o C. brasiliense é pertencente a familia Caryocaraceae, da
ordem Theales (Rizobolacea). Seu género, Caryocar, abrange aproximadamente vinte
espécies (Lorenzi, 1992).

O pequizeiro é uma espécie arbdrea que pode atingir até 15 m de altura. A arvore pode
ser classificada como frutifera ou oleaginosa (Ameidaetal.. 1998) (3 tronco apresenta uma média de
2 a 3 m de circunferéncia, com casca escura. A copa da arvore é ampla, apresentando galhos
compridos, vultosos e levemente inclinados. A madeira apresenta-se de coloracdo amarelo
pardo. As folhas sdo verdes e brilhantes, com laterais serreadas, denteadas ou crenadas
(Almeida& Silva, 1994)_

A frutificacdo ocorre principalmente entre os meses de janeiro a marco, sendo possivel
encontrar frutos mesmo fora dessa época. Periodos prolongados de chuvas causam
irregularidades na frutificacdo. Periodos secos favorecem a frutificagdo (Ribeiro. 2000) - A floracéo

ocorre apos a emissao das folhas novas e os frutos alcangcam maturidade entre trés e quatro
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meses apos a floracdo. A colheita dos frutos deve feita no chéo, logo apés a queda natural,
obtendo, assim, frutos de maior valor nutricional (C'veiraetal,, 2006y

Os frutos sao drupoides e globosos. Externamente, o fruto € recoberto pelo pericarpo
(casca). A coloracdo do pericarpo varia de verde-amarelada (Ameda & Siva, 1994y gté marrom-
esverdeada (Melo Junior et al., 2004) | ogo apds o pericarpo, inicia-se 0 mesocarpo externo (polpa
branca) e entdo o mesocarpo interno (polpa comestivel). O mesocarpo interno apresenta-se
com coloracdo amarelada, de aspecto carnoso e com aroma caracteristico. Ap0s 0 mesocarpo
interno, o fruto apresenta o endocarpo (envoltério das améndoas), sendo este rigido e
espinhoso. Por fim, na parte mais interna do fruto, ha a presenca das améndoas. Estas sdo
recobertas por um fino tegumento, sdo oleaginosas, comestiveis e em numero de uma a quatro
por fruto (Almeida& Silva, 1994, Melo Junior et al., 2004)_

Cada arvore pode fornecer de 500 a 2.000 frutos por safra. Estes frutos apresentam

média de 100 a 300 g de peso e 6 a 10 cm de diametro (Ameida& Silva, 1994y

Distribuicdo Geogréfica

O Brasil é o centro de dispersdo do género Caryocar, o que possibilita que ocorram
espécies em todas as regibes do pais (Ameidaetal, 1998) Em virtude dessa caracteristica, alguns
autores consideram o pequizeiro como arvore simbolo do Cerrado.

A espécie C. brasiliense esta distribuida nos estados de Mato Grosso, Goias, Distrito
Federal, Sdo Paulo, Minas Gerais, Sado Paulo, Parana e alguns estados nordestinos, sendo
amplamente consumida pela populacdo desses estados (e et al. 2007)  Dentro do contexto
nacional, o estado de Minas Gerais € responsavel pela maior producédo e consumo do pequi.

Somente no ano de 2004, foram comercializados neste estado cerca de 20.000 kg do fruto (8™2

2006).
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A estimativa de concentracdo de arvores é de 40 unidades por hectare. A espécie se
adapta de ambientes tropicais até subtropicais. Em termos de solo, a espécie é considerada

ristica e pouco exigente (C'verra 1998) "o que facilita sua dispersédo geogréfica.

Aplicagdes populares

O pequi trata-se de uma espécie que apresenta diversas formas de utilizacdo. Além da
significativa importancia alimentar, também constitui fonte de renda para moradores de regifes
aonde a planta € produzida. Apresenta, dessa forma, importantes caracteristicas econémicas e
sociais (Ribeiro, 2000).

A arvore é considerada ornamental devido ao seu porte e a beleza das flores (Keretal. 2007),
A madeira obtida da arvore é de boa qualidade, duravel e apresenta grande resisténcia. E
empregada na fabricacdo de moveis, caibros, postes e lenhas (CEPA 1984) Também é prépria
para xilografia, construcao civil e na fabricagéo de carvao, dado seu elevado teor de carbono e
poder calorifico (Almeida& Silva, 1994, Kerr et al., 2007)_

A casca, apds maceracao, libera pigmento utilizado em tingimentos artesanais. Além
disso, € também empregada na alimentacdo de bovinos e na industria do curtume (Ameida & Silva,
1994) " As folhas s&o utilizadas como reguladoras menstruais (Ameida & Siva, 1994) @ ng alimentacédo
de animais (Keretal, 2007y - A gméndoa é utilizada na preparacdo de doces, pagocas, geléias,
além de ser consumida in natura, como petisco (Melo Junior etal., 2004)

O fruto é a parte mais explorada da arvore. Dele se extrai a polpa, que € amplamente
consumida pela populacdo. A polpa do pequi é altamente calorica, apresenta potencial
fortificante, € estimuladora de apetite e atua como fonte nutricional de vitaminas e lipideos
(Guimarées, 2003)_

Na culinaria, a polpa é utilizada na elaboracdo de diferentes pratos tipicos: arroz com

pequi, feijdo com pequi, frango com pequi e o baido de trés (arroz, feijao e pequi). Também &
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comum ser batida com leite e usada para o preparo de licores e cachacas (ke etal. 2007) Relatos
da populacéo do Cerrado apontam o consumo da polpa como afrodisiaco para os homens e
fortificante para mulheres gestantes (Xer etal., 2007)

O oleo extraido da polpa apresenta diversas utilidades. De uma maneira geral, seus
principais usos s&o reportados para a culinaria local e na etnofarmacologia (C'veira 1998)
apresentando alto valor energético e vantagem comparativa, em termos de producdo, com
outras oleaginosas (¢ Cliveira et al, 2008) “ Na culinaria € muito empregado na coccdo do arroz e
como tempero de carnes e saladas. Na medicina popular é empregado como balsamo em
reumatismos (P°z%: 1997) como anti-inflamatério, cicatrizante, no tratamento de doencas
respiratérias, Ulceras gastricas, dores musculares e reumaticas (Bezemaetal, 2015) 'Na industria, é
empregado para finalidades cosméticas e de saboaria (Ameida & Silva, 1994; Oliveira, 1998)

A producéo de biodiesel a partir do 6leo do pequi também é uma potencialidade a ser
discutida. Analises fisico-quimicas foram realizadas em biodiesel produzido a partir deste e os

resultados encaixaram-se dentro das especificagdes da Agéncia Nacional do Petréleo (Batistaet

al., 2013)_

Composicao Centesimal

Os resultados obtidos da literatura apontaram que a polpa do fruto do pequi é rica em
lipideos (média de 30,39%) e fibras alimentares (média de 9,01%) (Tabela 1). O consumo de
lipideos insaturados de origem vegetal vem sendo apontado como estratégia terapéutica para o
controle de hipercolesterolemia e eventos cardiovasculares (Sanoes et al, 2013) " 33 o consumo
regular de fibra alimentar relaciona-se positivamente com a reducdo do risco de diversas
patologias do trato digestivo, como o cancer de intestino grosso (Michel et al., 2005) " Diante do

exposto, afirma-se que a composicdo centesimal descrita para a polpa do pequi é
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biologicamente importante, visto que lipideos e fibras sdo componentes bioativos relacionados
com prevencéao de doencas.

Ja a améndoa apresentou uma média de 2,57% de cinzas — alta quando comparada com
a meédia de cinzas da polpa, que foi de 1,32% (Tabela 1). As cinzas representam 0s minerais
contidos nos alimentos e um valor aumentado representa, por consequéncia, a abundancia de
elementos minerais em determinada amostra (Almeida et al, 2003) = Qs minerais essenciais
desempenham papel fundamental no organismo humano. Eles estdo envolvidos em diversos
processos metabdlicos e reacdes bioquimicas, como, por exemplo, na contracdo muscular, no
equilibrio acido base, na ativacdo de enzimas e na respiragdo celular (K etal. 2012) * A major
porcentagem de cinzas na améndoa indica que 0s minerais se concentram nessa parte do

fruto, apontando sua importancia em termos de nutricdo humana.

Composicao Quimica

O C. brasiliense, devido sua importancia alimentar e econémica, vem sendo alvo de
muitas pesquisas nos ultimos anos. Um dos principais focos dessas pesquisas é em relacdo ao
isolamento e caracterizacdo de constituintes quimicos. Apresentamos, abaixo, dois quadros
resumidos apontando os principais estudos em relacéo a constituintes quimicos gerais (Tabela
2) e acidos graxos (Tabela 3) reportados para o C. brasiliense.

Como é possivel observar na Tabela 2, diversos autores quantificaram diferentes tipos e
classes de compostos antioxidantes em varias partes do C. brasiliense. Os antioxidantes
apresentam potencial de estabilizar ou desativar o excesso de radicais livres, antes que estes
ataguem os alvos biolégicos celulares e acarretem em doencas degenerativas (¢ama & de Sylos,
2007y Muitos estudos clinicos e epidemiolégicos vém sendo realizados no intuito de mostrar a
relacdo entre o consumo de antioxidantes naturais e a diminuicdo significativa de doencas

cronicas e degenerativas (Rochaetal. 2015 Dessa forma, o uso de antioxidantes provenientes de
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dieta vegetal vem sido estimulado como uma estratégia terapéutica no combate de radicais
livres e consequente prevencdo de doencas degenerativas.

Em relacdo ao perfil de acidos graxos do C. brasiliense, é possivel notar que esse
também tem sido amplamente estudado e apresenta-se com poucas variacoes entre as
pesquisas. Percebe-se a predominancia de acidos graxos do tipo insaturado nas amostras
analisadas, bem como a deteccdo do acido oleico como componente majoritario em todos os
estudos. Analisando os dados reportados na literatura, o &cido oleico apresentou-se com uma
meédia de 54,49% para a polpa do pequi. A presenca de elevadas quantidades de acido oleico
€ um resultado muito promissor do ponto de vista biolégico e funcional. Ele participa de
diversas funcées no metabolismo humano, desempenhando papel na sintese de horménios, na

prevencéo de doencas cardiacas e na redugdo do LDL-colesterol (Navaro-Tito etal, 2010)

Efeitos Bioldgicos

Composto isolado das folhas do C. brasiliense apresentou propriedades antitumorais.
Oliveira et al. (1968) isolaram seis compostos das folhas do pequi: friedelina, friedelanol, acido
oleandlico, [-sitosterol, estigmansterol e B-amirina. Os pesquisadores administraram 0s
compostos a camundongos portadores do sarcoma 180 na forma sélida (um tipo de cancer de
pele). O tratamento com o acido oleandlico inibiu o desenvolvimento do tumor em até 67%,
apontando potencial propriedade antitumoral.

Extrato etandlico das folhas e cascas do C. brasiliense apresentou atividade moluscicida.
Pesquisadores apontaram que esses extratos (em 100 ppm) foram capazes de causar a morte
de 90% de uma populacdo de Biomphalaria glabrata. A importancia se da pelo fato desse
molusco ser o hospedeiro intermediario Schistosoma mansoni, agente etiolégico da
esquistossomose. Os autores relacionam a atividade moluscicida a presenca de taninos,

flavonoides e terpenos presentes nos extratos (Bezeraetal., 2002)
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Diferentes partes do C. brasiliense foram relatadas apresentando atividade antifungica.
Grupo de pesquisa determinou a atividade antifiungica do 6éleo essencial da améndoa do pequi
sobre Cryptococcus neoformans e Paracoccidioides brasiliensi. O mesmo grupo também
determinou que o extrato etandlico obtido das folhas do C. brasiliense apresentou-se eficaz
contra cepas de C. neoformans var. neoformans. 89,5% dos isolados foram inibidos em uma
concentracdo menor ou igual a 1.000 pg/mL (Passos etal., 2002) - Qutra pesquisa, agora em 2011,
apontou que os extratos aquosos e hidroetandlicos das folhas do C. brasiliense apresentaram
atividade antifingica sobre o Colletotrichum gloeosporioides e Corynespora cassiicola (Naruzama&
Papa, 2011).

Pesquisas apontam que o C. brasiliense apresenta potencial para diminuir a viabilidade
de diferentes micro-organismos patogénicos ao homem. O extrato obtido do endocarpo do fruto
promoveu diminuicdo da viabilidade de formas taquizoitas de Toxoplasma gondii. A acdo do
extrato se deu, principalmente, por inducdo de alteracdes morfologicas no citoesqueleto do
protozodrio (Santiago. 1998)  Camundongos foram infectados com formas tripomastigotas da cepa Y
do Trypanosoma cruzi. O tratamento com o extrato etandlico da casca do C. brasiliense foi
capaz de promover diminuicdo de parasitas no sangue dos camundongos infectados,
apontando a atividade tripanocida do extrato (Herzog-Soares etal, 2002) ' 33 o extrato hidroetandlico
das folhas do pequi foi capaz de inibir a proliferacdo de formas promastigotas de Leishmania
amazonensis. Esse resultado foi considerado promissor, visto que o efeito do extrato foi
superior aos efeitos da droga de escolha para o tratamento da leishmaniose (Glucantime) (Paula-
Junior et al., 2006)_

A polpa do C. brasiliense apresenta atividade antioxidante in vitro e in vivo. Os extratos
etéreo, alcoodlico e aquoso da polpa e da améndoa do C. brasiliense foram avaliados através
dos testes: co-oxidagado do B-caroteno/acido linoleico, DPPH, ABTS, ORAC e Rancimat. Além

disso, o0 extrato aquoso da polpa do pequi foi administrado a animais saudaveis e a atividade
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antioxidante foi avaliada pela quantificacdo da CAT, SOD, GPx, GR no cérebro e figado desses
animais. Todos os testes apresentaram expressiva atividade antioxidante (4 Lima 2008) = A
atividade antioxidante do pequi também foi avaliada das folhas pelo método DPPH (Paula-Junior et
al., 2006y e da polpa por peroxidacao lipidica (Reesleretal, 2008) ‘com resultados satisfatorios.

O extrato aquoso da polpa do C. brasiliense apresentou acédo antimutagénica. Em 2008,
duas pesquisas avaliaram a eficacia do extrato da polpa do fruto contra a mutagenicidade
induzida pelos agentes ciclofosfamida e bleomicina em medula éssea de camundongos (Khouriet
al, 2008) @ ratos (Miranda-Vilela et al, 2008) Qs resultados de ambos os trabalhos apontam para o
potencial antimutagénico do extrato, que protegeu o DNA dos animais pesquisados contra a
acdo genotoxica das drogas. Os autores relacionaram o0s resultados as propriedades
antioxidantes do fruto.

Quando administrado a atletas, o 6leo da polpa do C. brasiliense reduziu lesdo dos
tecidos, diminuiu marcadores de lesdao hepatica, diminuiu o colesterol total e colesterol LDL,
aumentou o colesterol HDL, diminuiu os valores de presséo arterial e mostrou atividade anti-
inflamatoria (Miranda—ViIeIa et al., 2009a; 2009b)_

Extrato etandlico da casca do C. brasiliense apresentou acdo neuroprotetora. Ratos
Wistar foram submetidos a isquemia global transitéria e reperfusdo cerebral. A administracdo
do C. brasiliense nestes animais reduziu o nimero de neurdnios isquémicos, principalmente na
regido do cortex frontal, apontando para uma possivel acdo neuroprotetora do extrato (Miguel etal,
2011y,

O Oleo extraido da polpa do C. brasiliense apresentou atividade antibacteriana. Os
autores realizaram o0 ensaio antibacteriano utilizando a técnica de difusdo em meio soélido e o
6leo do C. brasiliense mostrou-se eficaz contra cepas de Pseudomonas aeruginosa

ATTC27853 (Ferreira etal. 2011).
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O extrato hidroalcodlico e a fracdo butandlica obtidos de folhas do C. brasiliense
apresentaram efeito vasorrelaxante. O experimento foi realizado em aortas de ratos Wistar e 0s
resultados apontaram que o tratamento com o C. brasiliense produziu relaxamento do endotélio
aortico. Assim, os autores afirmam a importancia de mais estudos para elucidar o uso potencial
do C. brasiliense em condicdes patoldgicas como hipertenséo e aterosclerose (d€ Oliveiraetal., 2012y

O Oleo do C. brasiliense promoveu protecdo contra danos oxidativos. Os danos foram
estabelecidos em camundongos através da administracdo de uretano. A suplementacado prévia
com o Oleo foi capaz de reduzir o estresse oxidativo e danos genéticos induzidos pelo uretano.
Estes resultados sugerem que a ingestdo de pequi pode proteger contra a genotoxicidade e
estresse oxidativo (Colombo etal, 2015

O Oleo do C. brasiliense promoveu aceleracdo de reparo tecidual. Ratos Wistar foram
submetidos a ferida cutanea e posteriormente foram tratados com aplicacéo tépica do 6leo do
C. brasiliense. O 6leo promoveu diminui¢cdo de células inflamatdrias e aumento de fibroblastos
no local da ferida. Os autores afirmam que o 6leo foi capaz de acelerar o reparo tecidual,
apresentando efeitos cicatrizantes (Bezeraetal, 2015)

O oleo do C. brasiliense apresentou efeito quimiopreventivo. Camundongos foram
submetidos a inducdo de lesbes pré-neoplasicas hepaticas pela administracdo de
dietilnitrosamina cancerigena. A administragdo do 6leo do C. brasiliense reduziu o
desenvolvimento das lesGes pré-neoplasicas. Os autores afirmam que o Oleo tem potencial

para ser utilizado na prevencao de cancer hepatico (Pameiraetal., 2015)

Potencial Toxicologico
Mesmo com todos os apontamentos de efeitos terapéuticos do C. brasiliense e da ampla
utilizacado do fruto na alimentacdo humana e animal, localizamos apenas oito pesquisas que

avaliaram a toxicidade dessa espécie vegetal (Tabela 4).
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A busca na literatura apontou que as folhas (n=4 estudos) e cascas (n=3 estudos) foram
as partes mais estudadas da espécie quanto aos efeitos toxicos. A polpa, que é justamente a
parte mais consumida do pequizeiro, foi pesquisada somente em dois estudos. Um que
apontou que seu extrato é genotoxico para Drosophila melanogaster e outro que apontou seu
0leo como téxico para Artemia salina. Embora esses modelos experimentais sejam confiaveis,
eles funcionam como um screening inicial para determinar a toxicidade de substancias. Sao
necessarios, portanto, estudos que provem os efeitos da polpa e seu 6leo sobre mamiferos,
atraves, por exemplo, de testes de toxicidade aguda, subcrénica e teratogénese.

Apesar de nao terem sido verificados registros na literatura sobre a intoxicacdo de
animais e seres humanos com C. brasiliense, estudos para determinar a toxicidade sao
imprescindiveis (Farsi et al, 2013) - ginda mais quando se considera suas potencialidades

farmacéuticas e alimentares.

Concluséo

A partir da revisdo bibliografica do Caryocar brasiliense pode-se concluir que essa
espécie apresenta grande valor do ponto de vista nutricional, medicinal, social e econdmico.
Embora amplamente consumida pela populagdo e com algumas pesquisas de efeito biolégico
atuais, ha ainda grande caréncia de estudos que comprovem a atividade biolégica apontada
pelo uso popular, bem como testes que apontem seguranca para uso. Nesse sentido,
evidencia-se um gargalo, apontando para a necessidade de aprofundamento cientifico sobre o

uso da espécie, principalmente em termos de efeitos farmacoldgicos e toxicoldgicos.
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Tabela 1. Composicéo centesimal da polpa e améndoa do C. brasiliense.
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Hiane et al. (1992) Rodrigues et al. (2004) Lima et al. (2007)

Ribeiro (2011)

Cardoso (2011)

Cordeiro et al. (2013)

Polpa Améndoa Polpa Améndoa Polpa Améndoa Polpa Polpa Polpa
Umidade (%) 48,7 37,93 49,2 59,1 41,50 8,68 53,20 51,70 46,80
Cinzas (Q) 0,63 3,20 0,4 0,5 0,63 4,01 0,62 0,45 0,57
Proteinas (g) 2,36 21,25 4,2 2,2 3,00 25,27 2,58 2,24 1,77
Lipideos (g) 32,55 33,04 20,5 25,1 33,40 51,51 32,57 33,07 30,30
Carboidratos (g) 8,32 2,87 18,9 8,2 11,45 8,33 3,60 2,67 4,81
Fibra (g) 5,89 0,64 6,8 4,9 10,02 2,20 7,43 9,89 14,06
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Tabela 2. Constituintes quimicos identificados em diferentes partes do C. brasiliense.

Referéncia

Parte Usada

Constituintes identificados

Oliveira et al. (1968)

Folhas

(extrato etandlico)

Friedelina, friedelanol, acido oleanoico, [-sitosterol,

estigmasterol, B-amirilina e acido elagico.

Polpa

Ramos (1987) ] P Carotenoides totais (286,65 pg/qg).
(in natura)
Polpa ) ]

Godoy & Amaya (1994) ] Carotenoides totais (7,46 mg/100g).
(in natura)

Sano & Almeida (1994)

Polpa e Améndoa

(in natura)

Vitamina A, tiamina, riboflavina, vitamina C e niacina.

Ramos et al. (2001)

Polpa

(crua e cozida)

[B-caroteno, C-caroteno, criptoflavina, [B-criptoxantina,

anteraxantina, zeaxantina e mutatoxantina.

Bezerra et al. (2002)

Folhas e Cascas

(extrato etandlico)

Taninos condensados, taninos hidrossollveis e flavondides.

Nas folhas também foram identificados terpenos.

) _ Polpa Violaxantina, luteina, zeaxantina, B-criptoxantina, 3-caroteno e
Azevedo-Meleiro & Rodriguez-Amaya (2004) ) ]
(in natura) neoxantina.
- Polpa : N
Oliveira et al. (2006) ) -caroteno, licopeno e vitamina A.
(in natura e congelada)
] Polpa Fendlicos totais (209 mg/100g) e carotenoides totais (7,25
Lima et al. (2007) ]
(in natura) mg/100g).

de Lima (2008)

Polpa e Améndoa

(extrato etéreo, alcodlico e aquoso)

Acido elagico, acido galico, 4-OH benzoico e p-cumarico.
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Ramos et al. (2008)

Polpa

(in natura)

1-zeaxantina, 4-translicopeno, 5-a-criptoxantina, zeinoxantina,
6-cis-licopeno, 7 e 8-y-caroteno, 9-trans f3-caroteno e 10-13-

cis-B-caroteno.

Roesler et al. (2008)

Polpa

(extrato etandlico)

Acido galico, acido quinico, quercetina e quercetina 3-O-

arabinose.

Ferreira et al. (2011)

Polpa

(6leo artesanal)

Carotenoides totais (274,9 ug/g) e fendlicos totais (229,1 g/g).

Polpa B-caroteno, B-criptoxantina, acido ascérbico, a-tocoferol, a-
Cardoso (2011) ] ) )
(in natura) tocotrienol, y-tocoferol, y-tocotrienol.
. Polpa . : .
Cordeiro et al. (2013) ] Hexanoato de etila, (E)-B- ocimeno e octanoato de etila.
(in natura)
Casca

Rocha et al. (2015)

(extrato hidroetandlico)

Acido galico.

Mimura et al. (2016)

Polpa

(6leo comercial e artesanal)

Fe (1,99-10,3 mg/100 g), Zn (1,15-3,19), Mg (0,42-0,91), Cu
(0,31-0,56) e acido oleico (1,61-10,7 g/100 g).




Tabela 3. Composicéo percentual de acidos graxos na polpa do C. brasiliense.

Acido oleico

Acido palmitico

Referéncia Acidos Graxos Insaturados (%)
(%) (%)

Brasil (1985) - 57,40 34,40
Facioli & Gongalves (1998) - 53,90 40,02
Segall et al. (2006) 48,71 44,28
Lima et al. (2007) 61,35 55,87 35,17
Miranda-Vilela et al. (2009c) - 54,28 41,87
Ferreira et al. (2011) - 65,50 34,50
Barra et al. (2013) - 58,98 35,33

46,55 44,85 40,71

51,00 49,83 40,50
Cordeiro et al. (2013)

52,65 51,55 40,37

47,70 46,46 36,83
Faria-Machado et al. (2015) - 64,66 23,12
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Tabela 4. Estudos toxicoldgicos em diferentes partes do C. brasiliense.
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Referéncia

Parte Usada

Modelo Usado

Resultado

Observac8es dos Autores

Castro et al. (2008)

Polpa

(extrato aquoso)

Teste SMART em
Drosophila

melanogaster

Aumento da
frequéncia de

pontos mutantes.

Consideraram 0 extrato como genotoxico para Drosophila

melanogaster. Sugerem estudos com doses menores.

Almeida et al. (2009)

Casca
(extrato

hidroalcodlico)

Toxicidade aguda por
via intraperitoneal em

camundongos Swiss

DLso de 0,31 mg.
mL-L.

Consideraram o extrato como altamente téxico (pois esta acima
de 0,25 mg.mL?). Sugerem novos estudos para elucidar se o

efeito é especifico para essa via de administracéo.

Elias et al. (2010)

Folhas

(extrato do pé)

Toxicidade de 15

dias por via oral em

Reducéo no timo

e degeneracdo de

Consideraram o extrato como apresentando alguma toxicidade.

Sugerem novos experimentos para analisar o tratamento durante

ratos Wistar. figado. um periodo de tempo maior.
Citotoxicidade DLso 2840,7 ) ) o )
i Auséncia de citotoxicidade neste modelo experimental.
Casca (células BALB/C 3T3) mg.kg?.
Roesler et al. (2010) .
(extrato etanolico) Fototoxicidade o N .
0% Auséncia de fototoxicidade neste modelo experimental.

(células BALB/C 3T3)

Ferreira et al. (2011)

Polpa

(6leo artesanal)

Ensaio de letalidade

com Artemia salina

DLso de 827,62
pg/mL.

Consideraram o 6leo como toxico (pois esta abaixo de 1000
pug/mL). Sugerem novos estudos para elucidar se o efeito é

especifico para esse modelo experimental.
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Amaral et al. (2014)

Folhas

(extrato apolar)

Citotoxicidade
(células BALB/C 3T3)

IC50 >50,0%.

Auséncia de citotoxicidade neste modelo experimental.

Fototoxicidade
(células BALB/C 3T3)

PIF=0,18 e
MPE=-0,062.

Auséncia de fototoxicidade neste modelo experimental.

Trombeta et al. (2014)

Folhas
(extrato

hidroalcodlico)

Toxicidade aguda por
via oral em

camundongos Swiss

DLso de 1000
mg/kg.

Consideraram o extrato como moderadamente toxico. Sugerem
novos estudos para elucidar se o efeito é especifico para esse
modelo experimental.

Fonseca et al. (2016)

Casca

(extrato aquoso)

Folhas

(extrato aquoso)

Toxicidade aguda por
via intraperitoneal em

camundongos Swiss

DLso de 149,8
mg/kg.

DLso de 67,01
mg/kg.

Consideraram os dois extratos como muito toxicos (pois se
situam entre 50 a 500 mg/kg). Sugerem futuros estudos avaliando

a toxicidade por outras vias e para outras espécies de animais.
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6. APENDICES

6.2. Artigo Il: Oral acute and subchronic toxicity studies of the oil extracted from pequi

(Caryocar brasiliense, Camb.) pulp in rats

Publicado no periodico “Food and Chemical Toxicology” (Fator de impacto 3.778, Qualis A2
na area Medicina Il). Data de publicacdo: 14/09/2016.

Link com as normas da revista: https://www.elsevier.com/journals/food-and-chemical-

toxicology/0278-6915/guide-for-authors
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6. APENDICES

6.3. Artigo I1l: Safety assessment of the oil from pequi (Caryocar brasiliense Camb.):

evaluation of the potential genotoxic and clastogenic effects

Publicado no periddico “Journal of Medicinal Food” (Fator de impacto 1.955, Qualis B1 na
area Medicina I1). Data de publicacdo: 30/05/2017.

Link com as normas da revista: http://www.liebertpub.com/forauthors/journal-of-medicinal-
food/38/
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6. APENDICES

6.4. Artigo 1V: Evaluation of embryotoxic and teratogenic effects of the oil extracted

from Caryocar brasiliense Cambess pulp in rats

Publicado no periodico “Food and Chemical Toxicology” (Fator de impacto 3.778, Qualis A2
na area Medicina Il). Data de publicacdo: 12/10/2017.

Link com as normas da revista: https://www.elsevier.com/journals/food-and-chemical-

toxicology/0278-6915/guide-for-authors



7. ANEXOS

7.1. Parecer de aprovacéo da Comissio de Etica no Uso de Animais

MIKISTERIO DA EDUCAGAD
FUNDACAQ UNIVERESIDADE FEDERAL DA GRANDE DOURADODS
FRO-REITORIA DE ENSING DE POS-GRADUAGAC E PESQUISA

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

Dourades-MS, 1 de margo de 2016,

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado "Efeitos do oleo do pequi
(Canpocar brasiiense, camb.) sobre a toxicidade aguda, subaguda,
reprodutiva e genotoxicidade de ratos wistar”, protocolo n® 172015, sob
responsabilidade de Silvia Aparecida Oestermreich — que envolve a producdo,
manutencdo efou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chardata, subfio
Vertebrats (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensing),
encontra-se de acordo com os precsitos da Lei n® 11.794, de 08 de outubro de
2008, do Deorete n® 6.899, de 15 de julho de 2009, & com as normas editadas
pela Conselho Macional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), & foi
aprovado pela Comiss3o de Etica ne Uso de Animais (CEUAJUFGD) da

Universidade Federal da Grande Dourados, em reunido de 11 de dezembro de

2015.
Vigéncia do Projeto 10/04/2016 — 10/04/2018
Especiadfinhagam Rattus norvegicus Wistar
Ao de animais 260
Pesg/idads 200-300 gf 50 dias
Sexo 95 Machos e 165 Fémeas
Origem Biotério da Faculdade de Ciéncias da Salde-
FCS/UFGD

3 CLE E
Melizsa Negrdo Sepulvida
Coordenadora CEUA

Conxissao de Etica po Usa de Animais — CEUATUFGD — Fua Joa
DouradosM5. E-mail: cenag

76



77

7. ANEXOS

7.2. Dados Complementares

Imals

, coracdo e figado) de an
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dos (rim, baco, pulm

org

de 6
tratados com solugdo salina (A) e com o 6leo do pequi (B).

ISE macroscopica

s

a

Figura 1. An

Fonte: o autor.
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Figura 2. Classificacdo dos cometas em leucocitos de sangue periférico de um animal
controle positivo.

Class 0

4

Class 1

| Class 2

t

Class 3

Fonte: o autor.

Figura 3. Eritrécito policroméatico (PCE), normocromatico (NCE) e policromatico
micronucleado (MN-PCE) em medula 6ssea de um animal controle positivo.
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Fonte: o autor.



Tabela 1. Informagdes sobre o ciclo estral de ratas.

Ciclo Estral
Metaestro Diestro Proestro Estro
Fase Transitoria Pré-ovulatoria Ovulatéria Pds-ovulatoria
Duracéo 21h 57h 12h 14h
. frs Fase ndo fértil OLH,a A fémea esté
Fase nao fértil . .
. do ciclo. O prolactina e o sexualmente
do ciclo. O ; ~ .
. estradiol, o FSH FSH estdo receptiva ao
- estradiol, o «
Caracteristica e 0 LH estdo elevados. macho. Altos
FSH, a N P
hormonal diminuidos. Aumento dos niveis
progesterona e e ) s
« Oscilagdo de estrogenos, estrogénicos e
0 LH estdo « . . .
diminuidos concentragdo de culminando na  baixos niveis de
' progesterona. ovulagdo. progesterona.
- Predominio de .
Presenca de Predominio de células Predominio de
- leucdcitos, leucdcitos e S células
Caracteristica : epiteliais _
RPN muco e residuos presenca de queratinizadas.
citologica . . nucleadas. .
de células algumas células N Auséncia total
. Auséncia total -
queratinizadas. nucleadas. de leucocitos.

de leucocitos.

Fonte: o autor.
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Baseado em: MOURA, M. R. Avalia¢do da toxicidade reprodutiva e sistémica do latex de Himatanhthus

sucuuba (Spruce) Woodson em roedores. 2016. 60 f. Dissertacdo (Mestrado). Universidade Federal do Piaui.

Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncia Animal. Teresina. 2016.
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Figura 4. Esfregaco vaginal confirmando a prenhez pela presenca de espermatozoides.

Fonte: o autor.

Figura 5. Cornos uterinos da fémea n2 do grupo controle negativo. E possivel observar onze
pontos de implante e duas reabsorgdes visiveis.

Fonte: o autor.
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Figura 6. Ovério direito da fémea n2 do grupo controle negativo. E possivel observar a
contagem de seis corpos luteos.

Fonte: o autor.

Figura 7. Feto com alteracdo macroscopica (hematoma), na fémea n8 do grupo 1000
mg/kg/dia.

Fonte: o autor.
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Figura 8. Feto normal (esquerda) e feto com atraso de desenvolvimento (direita) e suas
respectivas placentas, na fémea n6é do grupo controle negativo.

Fonte: o autor.

Figura 9. Feto ap6s processamento com vermelho de alizarina, pronto para contagem dos
pontos de ossificacdo e analise esquelética.

Fonte: o autor.



