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“Todavia, entre tantas plantas as quais falsamente

se atribuem propriedades maravilhosas, algumas
existem que realmente fornecem remédios eficacissimos.
Se existisse no Brasil maior nimero de homens instruidos,
0 governo desse pais faria obra de grande utilidade,
nomeando em cada provincia uma comissao

gue se encarregasse de submeter,

a exame minucioso, todas as plantas de que

se utilizam os colonos para aliviar seus males.

Por esse meio, pode-se-ia chegar a construir,

para o0s vegetais, uma matéria médica brasileira,

gue elucidaria os colonos a respeito de remédios
ineficazes ou perigosos e, a0 mesmo tempo,

daria a conhecer aos nacionais e aos estrangeiros
grande numero de plantas benéficas.

Trabalho de tal envergadura ndo se podera fazer,

sem duvida, sen&o daqui a longos anos”.

(AUGUST SAINT-HILLAIRE, 1820)

Dedice esta tese ae mewu netva José Luiz,

aas mews pais Marvcie e Uviare,

acs mews cundes Lucas, Undié e B,

a munfia cunfiada Jercy, aa meu solivinfio Jurnioy
e & muntfia cadelinfia de estimagde Sel.

E ¢ mew amar pelas pesseas e animais gue me faz
Favte, persistente e etica
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RESUMO

ALVARENGA, Luana Farah, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de
2012. Avaliacdo da toxicidade pré-clinica da Hovenia dulcis.
Orientadora: Tania Toledo de Oliveira. Coorientadores: Tanus Jorge Nagem,
Joao Paulo Viana Leite e Aloisio da Silva Pinto.

A Hovenia dulcis, uva-do-japdo, é uma planta exoética no Brasil
originaria do leste da Asia e utilizada principalmente no tratamento de
doencas do figado e como agente detoxificante para intoxicagdo alcoolica.
Com o objetivo de contribuir para o desenvolvimento de um medicamento
fitoterapico este trabalho se prop6s a elaborar uma revisao integrativa sobre
a planta, determinar sua atividade antioxidante (método do DPPH) e avaliar
a toxicidade pré-clinica (aguda e cronica) de uma formulacéo farmacotécnica
a base do extrato hidroalcodlico dos frutos de Hovenia dulcis, previamente
padronizado, de acordo com a RE n® 90 de 2004. Para padronizacéo foi
determinado o teor de umidade, de acordo com a Farmacopéia Brasileira
4ed (perda por dessecacédo) e o doseamento do flavondide dihidromiricetina
no extrato (CLAE). No estudo toxicolégico agudo, ratos Wistar (n=6 por dose
e por sexo) foram tratados (v.0.) com a formulacdo na forma farmacéutica de
suspensao na dose Unica de 6g/kg de peso corpéreo. Durante 14 dias apés
o tratamento foram observados: sinais toxicos comportamentais, letalidade,
variacdo ponderal, consumo de racdo. ApGs esse periodo os animais foram
eutanasiados e examinados os 6rgaos, aqueles que apresentaram alteracéo
anatomopatologica foram coletados para analise histologica. No ensaio
cronico os ratos (n=10 por dose e sexo) foram tratados com doses repetidas
diariamente de 100, 200 e 300mg/kg de peso corporal durante 12 semanas.
Durante o tratamento 0s sinais téxicos comportamentais e letalidade foram
avaliados diariamente e a variacdo ponderal semanalmente. Ao final do
experimento os ratos foram eutanasiados para avaliacdo ponderal dos
orgaos e analise dos parametros sanguineos e histopatolégicos. O extrato e
a dihidromiricetina (400ppm) apresentaram atividade antioxidante de até
23,82%+1,60 e 82,53%+0,68, respectivamente, utilizou-se o BHA como
padrao (50ppm) com atividade de até 76,97%z= 0,96. O teor de umidade do
extrato final foi de 21,4%, e o teor de dihidromiricetina foi 470,0+12,14
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Mg/grama de extrato. No estudo toxicolégico agudo nenhum sinal
comportamental foi atribuido ao tratamento, ndo houve morte dos animais e
a variacdo ponderal e consumo de racdo foram semelhantes ao grupo
controle refletindo um comportamento normal e saudavel dos animais de
ambos o0s grupos. Na andlise anatomohistopatolégica pneumonia foi
identificada em dois animais do grupo tratado e controle, ndo havendo
relacdo com o tratamento. No ensaio crénico sinais de alteracdes
comportamentais foram verificados eventualmente em alguns animais sem
progressdo e de forma dispersa e semelhante nos grupos, incluindo o
controle. Dois animais do grupo tratado com a menor dose foram a o6bito
durante o experimento e 0s sintomas apresentados até o Obito
caracterizaram falsa via de gavagem ou afeccdes ndo relacionadas ao
tratamento. Nenhuma alteracdo hematoldgica, dos parametros bioquimicos
do sangue e da histopatologia foram relacionadas a toxicidade. Os
resultados da  histomorfometria ndo  apresentaram  variacles,
estatisticamente significativas, comparando o grupo tratado com a maior
dose ao controle. O fitopreparado desenvolvido a base do extrato
hidroalcoodlico dos frutos de Hovenia dulcis ndo apresentou evidencias de
toxicidade aguda ou cronica em niveis comportamentais, ponderais,
hematoldgicos, bioquimicos sorolégicos e histologicos. Adicionalmente
apresentou evidéncias, que corroboram a literatura, de efeitos benéficos em

nivel sanguineo e histolégico dos parametros hepaticos e renais.
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ABSTRACT

ALVARENGA, Luana Farah, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July,
2012. Evaluation of pre-clinical toxicity of Hovenia dulcis. Adviser: Tania
Toledo de Oliveira. Co-advisers: Tanus Jorge Nagem, Jo&do Paulo Viana
Leite and Aloisio da Silva Pinto.

The Hovenia dulcis, oriental Raisin tree, is an exotic plant in Brazil
originating from eastern Asia and is mainly used in the treatment of liver
diseases and as a detoxication agent for alcohol intoxication. In order to
further develop other a herbal drugs from this species this work presents an
integrative review of the plant and their antioxidant activity (DPPH method).
Herein a toxicity assessment in rats with the hydroalcoholic extract
(formulation) from fruits of Hovenia dulcis according to Brazilian law (
ANVISA-RE 90/2004) is presented. The extract was standardized by water
determination (Brazilian Pharmacopoeia methods — Determination of loss on
drying) and by dihydromyricetin (flavonoid) level determination (HPLC). In the
acute toxicity test Wistar rats (n=6 per gender and dose) were treated (p.o.)
with a pharmaceutical formulation in the form of extract suspension in a
single dose of 6g/kg body weight. Each group was observed, for 14 days
post treatment, in which certain indicators such as toxicity signs, lethality,
body weight gain and food consumption were avaluated. After this period the
animals were euthanized and the organs examined, those with visual
changes were collected for histological analysis. In the chronic toxicity test
rats were separated in to out on three experimental groups (100, 200 and
300mg/kg body weight). Each group (n=10 per gender and dose) was dosed
daily by gavage for a period of 13 weeks. At the end of treatment the rats
were euthanized for evaluation of organs weight and for biochemical,
hematological and histopathologic analysis. The extract and dihydromyricetin
(400ppm) showed antioxidant activity of up to 23.82%+1.60 and
82.53+0.68%, respectively. The standard BHA (50 ppm) showed antioxidant
activity of up to 76.97%+0.96. The water determination of the extract was
21.4%, and the level of dihydromyricetin was 470.0£12.14 mg/g extract. The
formulation developed with hydroalcoholic extract from fruits of Hovenia

dulcis did not show evidence of acute or chronic toxicity, in which certain
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indicators such as toxicity signs, lethality, body weight gain, food
consumption, organs weight biochemical, hematological and histopathologic
analysis. Furthermore beneficial effects were found as determined by the

blood levels and the histological parameters of liver and kidney.
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1. INTRODUCAO

O uso de produtos medicinais a base de plantas € pratica comum na
terapéutica, desde os tempos mais remotos. Plantas medicinais sdo aquelas
que possuem tradicdo de uso em uma populacdo ou comunidade e sdo
capazes de prevenir, aliviar ou curar enfermidades. Ao serem processadas
para a obtencdo de um medicamento, tem-se como resultado o
medicamento fitoterapico (CARVALHO et al., 2007).

O mercado de fitoterapicos decaiu com o desenvolvimento dos
medicamentos sintéticos no pos-guerra, porém, vem apresentando um
crescimento marcante nas ultimas décadas, como tratamento alternativo aos
medicamentos da medicina convencional. Para o registro de plantas
medicinais na forma de fitoterapicos e sua disponibilizacdo a populacéo, a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) avalia diversos critérios
de qualidade, seguranca e eficacia, exigindo requisitos similares aos
requeridos para os medicamentos convencionais. Este controle tem o
objetivo de desvincular os fitoterapicos da idéia de serem produtos de
qualidade inferior e da auséncia de potencial de risco téxico (CARVALHO et
al., 2007).

De acordo com a Portaria n® 971 do Ministério da Saude (2006), que
aprova a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares
(PNPIC) no Sistema Unico de Satde (SUS), a Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) tem estimulado os paises a incluirem em seus sistemas de
saude a fitoterapia. (BRASIL, 2006a). O Brasil possui grande potencial para

o desenvolvimento dessa terapéutica. No pais o interesse popular e



institucional vem crescendo no sentido de fortalecer a fitoterapia no SUS. A
partir da década de 80, diversos documentos foram elaborados enfatizando
a introducéo de plantas medicinais e medicamentos fitoterapicos na atencéo
basica do sistema publico de saude. Atualmente, existem programas
estaduais e municipais de fitoterapia, desde aqueles com regulamentacéo
especifica para o servico, implantados ha mais de 10 anos, até aqueles com
inicio recente ou com pretensao de implantacéo.

Considerando-se a diversidade de efeitos farmacolégicos encontrados
em plantas medicinais cujos estudos sao frequentemente interrompidos sem
alcancar um produto final fitoterapico e considerando a relevancia dos
estudos que avaliam a seguranca, eficacia e toxicidade de acordo com a
Resolucao vigente para registro e renovacao de registro de fitoterapicos, a
RDC n® 14, de 05 de abril de 2010, foram avaliados os possiveis efeitos
toxicos do extrato hidroalcodlico dos frutos de Hovenia dulcis, adotando-se
como protocolo o "GUIA PARA A REALIZACAO DE ESTUDOS DE
TOXICIDADE PRE-CLINICA DE FITOTERAPICOS", da RE n? 90, DE 16 DE
MARCO DE 2004 (ANEXO 1), visando a possibilidade de registro de um
fitoterapico que possua este extrato como principio ativo. Sobre a Hovenia
dulcis existem muitos estudos de atividades farmacolégicas comprovadas e

em andamento (BRASIL, 2004d; 2010).



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 A pesquisa de novos medicamentos fitoterapicos e seus aspectos

regulatorios para registro

A pesquisa de novos medicamentos fitoterapicos envolve etapas, tais
como, botanica, fitoquimica, farmacotécnica, e de estudos pré-clinicos e
clinicos. A etapa botanica envolve a selecdo do material, dados referentes a
coleta da planta, identificacdo macro e microscopica, armazenamento, a fim
de garantir a estabilidade e uniformidade do material. A etapa quimica, ou
fitoquimica, envolve os estudos de identificacdo e isolamento de substancias
componentes da planta, podendo ser estas ativas ou ndo. A farmacotécnica
€ a etapa de preparo da forma e férmula farmacéutica a ser testada nos
estudos pré-clinicos e clinicos. Estes ultimos envolvem estudos
farmacoldgicos e toxicologicos a fim de garantir seguranca e eficacia para
possibilidade de producado do fitoterdpico (OLIVEIRA, 2007). Os estudos de
controle da qualidade da matéria-prima vegetal e da forma farmacéutica final
sdo importantes para garantia da qualidade na fase de producdo do
fitoterapico e sdo, em geral, regulamentadas pelas farmacopéias e outros
compéndios oficiais.

Entretanto a realizacdo destes estudos com fitoterapicos enfrentam
problemas referentes tanto a padronizacdo dos fitopreparados para testes
guanto aos aspectos normativos que envolvem os fitoterapicos, que séo

extremamente variaveis de pais para pais, o que dificulta a constru¢do do



conhecimento dos dados de seguranca e eficacia dos fitoterapicos novos e
dos ja existentes.

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) revisou e escreveu novas
monografias de plantas medicinais na tentativa de unificar os critérios para
avaliacdo dos fitoterpicos e publicou o “WHO Monographs on Selected
Medicinal Plant / Monografias de plantas Medicinais selecionadas pela OMS”
volumes | e Il, e o “General Guidelines for methodologies on research and
evaluation of traditional medicine/ Diretrizes Gerais para as metodologias de
pesquisa e avaliacdo da medicina tradicional”’, contendo a descricdo
botanica, constituintes quimicos, dados para controle de qualidade, uso
medicinal baseado em dados clinicos, dados farmacopeicos e tradicionais,
uso popular, resultados de experimentos farmacolégicos pré-clinicos e
clinicos, contra-indicacfes, adverténcias, interacbes medicamentosas,
dentre outros (OMS 1999; 2002).

Um dos problemas relativos a essas divergéncias nas legislacdes
entre os paises foi que a norma brasileira vigente para alimentos a partir de
1969, o Decreto-lei n® 986, permitiu a entrada no pais, sem registro, de
alimentos importados a base de plantas medicinais em suas embalagens
originais (BRASIL, 1969). Essa posi¢do conduziu a entrada no Brasil dos
suplementos alimentares, que se originados no pais seriam registrados
como medicamentos, mas eles ndo obedecem as normas brasileiras dessa
classe de produtos. Atualmente as resolugdes RDC n® 22 e n® 23 de 2000
referentes ao registro e dispensa de registro de produtos alimenticios

importados e nacionais exigem o registro no Ministério da Saude do Brasil,



porém nao limitam a entrada destes produtos no pais (MARQUES, 2000;
BRASIL, 2000a, 2000b).

Segundo CARVALHO et al. (2007), a OMS informou que 80% da
populacdo dos paises em desenvolvimento utilizam de praticas tradicionais
na atencdo primaria a saude e, desse total, 85% fazem uso de plantas
medicinais. No Brasil, ndo se sabe com exatiddo o nUmero de pessoas que
utilizam plantas para fins farmacologicos, mas, seguramente, segue-se a
tendéncia mundial. Entende-se por consumo de plantas medicinais a
utilizacdo, desde fitoterapicos industrializados, passando por fitoterapicos
manipulados, produtos registrados como alimentos ou cosméticos, além dos
produtos artesanais até a planta medicinal in natura, utilizados amplamente
na medicina popular.

No Brasil, a legislacéo referente aos fitoterapicos veio sendo modificada
ao longo de sua historia. Seguindo a tendéncia mundial de revisdo e
compilacdo dos compéndios oficiais a ANVISA, através da RDC n® 49, de 23
de novembro de 2010, aprovou a Farmacopéia Brasileira 52 edicéo
elaborada juntamente com a Comissao da Farmacopéia Brasileira (CFB) e
Comités Técnicos Temaéticos (CTT) formados com a participacdo de
Instituicbes de Ensino e Pesquisa e tomou providéncias importantes como
(BRASIL, 2010b):
e Na auséncia de monografia oficial de matéria-prima, formas
farmacéuticas, correlatos e métodos gerais na quinta edicdo da
Farmacopéia Brasileira, para o controle de insumos e produtos

farmacéuticos admitir-se-4 a adocdo de monografia oficial, em sua



ultima edicdo, de codigos farmacéuticos estrangeiros, na forma
disposta em normas especificas (BRASIL, 2010c).
e Ficam revogadas todas as monografias e métodos gerais das
edicdes anteriores da Farmacopéia Brasileira (BRASIL, 2010c).
No entanto, as monografias farmacopeicas nao expressam oS
aspectos de seguranca (toxicidade) de uso e nao referenciam eficacia. A
preocupacdo com a seguranca e eficacia dos fitoterapicos teve inicio em
1967 com a portaria n® 22 que instituiu o Servico Nacional de Fiscalizagdo
da Medicina e da Farmacia (SNFMF) e estabeleceu normas para o emprego
de preparac0es fitoterapicas (BRASIL, 1967). A portaria continha a definicdo
de produto fitoterapico, exigia a apresentacdo por parte do fabricante de
dados técnicos sobre a droga, a preparacdo fitoterapica, a formula,
indicacBes terapéuticas, rotulo e bula e explicitava a necessidade de
submissdo a analise dos pedidos de licenciamento para fitoterapicos,
mesmo constando na farmacopéia, embora mantivesse mecanismos
facilitadores para estes. Através desta portaria, para a producdo do
fitoterapico, tornaram-se necessarios ensaios farmacolégicos pré-clinicos e
clinicos (toxicidade aguda e crbnica, farmacologia animal, experimentacdo
clinica e testes de teratogenicidade). A portaria, ainda, estimulava a
diminuicdo da combinacdo de drogas vegetais para novos licenciamentos,
revalidacfes e modificacdes de formula (MARQUES, 2000).
Nas décadas de 1980 e 1990 ocorreu um aumento do consumo de
plantas medicinais em virtude de uma corrente naturalista emergente no pais
0 que acarretou no surgimento de varias regulamentacdes setoriais

complementares (MARQUES, 2000; TUROLLA, 2004).



Quando em 1992 as portarias n® 19 do Sistema Nacional de Vigilancia
Sanitaria e de n® 19 da Secretaria de Salde do Estado do Parana,
respectivamente, proibiram o uso do confrei (Symphytum officinale L.) em
preparacdes de uso interno e suspenderam por tempo indeterminado a
comercializacdo do cambard (Lantana camara L), in natura e nas formas
farmacéuticas, por motivos de toxicidade encontradas em avaliacdes
técnicas especificas, demonstrou-se uma visao mais consciente em relacao
aos medicamentos de origem vegetal, confrontando a falsa idéia da
auséncia de toxicidade dos fitoterapicos (BRASIL, 1992a; 1992b;
MARQUES, 2000).

Depois disso foram formadas, sucessivamente, varias comissdes
técnicas pelo Ministério da Saude, como o Grupo Consultor Técnico
Cientifico, criado para estabelecer a normatizacao e o controle dos servigos,
da producédo, da armazenagem e da utilizacdo de substancias e produtos
naturais, pela Portaria Ministerial n® 546 de 21/05/1993 (BRASIL, 1993); a
subcomissdo da Comissdo Permanente da Farmacopéia Brasileira (CPRFB)
para elaborar monografias de plantas medicinais, pela Portaria n® 40 de
10/01/1994 (BRASIL, 1994a); a subcomissdo da CPRFB para elaborar
normas sobre fitoterapicos, pela Portaria n® 42 de 10/01/94 (BRASIL,
1994b); a Comissdo Técnica de Integracdo Terapéutica posteriormente
nomeada Grupo de Estudos de Produtos Fitoterapicos (GEPFITO), ligado a
Comissao Técnica de Assessoramento em Assuntos de Medicamentos e
Correlatos, posteriormente substituido pela Subcomissdo Nacional de
Assessoramento em Fitoterapicos, o CONAFIT (BRASIL, 1994c; 1994d;

1998a).



O GEPFITO, em 1994, por meio de uma proposta aberta a consulta
publica, sugeriu a normatizacdo do registro de produtos fitoterapicos a partir
da qual, com a avaliacdo realizada por diversos setores da sociedade,
definiu-se a portaria da Secretaria de Vigilancia Sanitaria n® 123. Neste
contexto, 0s principais pontos desta portaria envolveram (BRASIL, 1994e):

» O conceito de fitoterdpico: medicamento  preparado

exclusivamente por matérias ativas oriundas de plantas medicinais
e obedecendo integralmente aos requisitos técnicos para a
preparacao farmacéutica e uso terapéutico;

» A padronizacdo dos conceitos e termos técnicos da area;

» Orientacbes da producdo e controle de fitoterapicos, com
estabelecimento de normas de qualidade para matéria-prima e
produto final na aquisicdo do registro pela empresa produtora;

» E principalmente, o estabelecimento padronizado do atendimento
aos critérios de seguranca e eficacia com estudos de toxicologia
aguda e crénica, farmacologia pré-clinica e clinica.

Em 1999 a Lei n® 9.782, do Ministério da Saude do Brasil, define a
politica e o Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria e cria a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) como uma autarquia sob regime
especial, vinculada ao Ministério da Saude, com prazo de duracao
indeterminado e atuacdo em todo o territério nacional, caracterizada pela
independéncia administrativa, estabilidade de seus dirigentes e autonomia
financeira e com a finalidade institucional de promover a protecdo a saude
da populagdo, por intermédio do controle sanitario da producdo e da

comercializacdo de produtos e servicos submetidos a vigilancia sanitaria,



inclusive dos ambientes, dos processos, dos insumos e das tecnologias a
eles relacionados, e de portos, aeroportos e fronteiras (BRASIL, 1999a).

Atualmente todos os fitoterapicos industrializados devem ser
aprovados e registrados na ANVISA antes de serem comercializados, a fim
de garantir acesso a medicamentos seguros, eficazes e de qualidade
comprovada. O registro tem validade de cinco anos, devendo ser renovado
por periodos sucessivos, conforme determinado na Lei n® 6.360 de 1976,
gue dispde sobre os produtos submetidos ao controle da Vigilancia Sanitaria
e ainda vigora com alteracdes. Para a obtencéo do registro e sua renovacao,
o fabricante deve peticionar junto a ANVISA um dossié técnico-
administrativo com informacfes sobre o produto, de acordo com os
regulamentos especificos. Durante a andlise de um processo de registro,
verificam-se o0s principais aspectos referentes ao processo produtivo,
controle de qualidade, ensaios de seguranca e eficacia, dados legais da
empresa, rotulagem e bula (BRASIL, 1976; CARVALHO et al., 2007).

A portaria n® 6, que instituiu e normatizou o registro de fitoterapicos
junto ao Sistema de Vigilancia Sanitaria, de 1995, estabeleceu prazo de
cinco anos para que as industrias farmacéuticas apresentassem dados de
efichcia e seguranca dos medicamentos fitoterapicos ja comercializados.
Tendo em vista a necessidade de normatizacdo dos estudos toxicolégicos e
de eficacia de produtos fitoterapicos, que até entdo eram baseados em
protocolos ndo padronizados para fitoterapicos e/ou protocolos estrangeiros,
com a participagdo da Academia Brasileira de Ciéncia foi publicada a
portaria n® 116 de 08/08/1996 a respeito das normas para realizacdo de

estudos de toxicidade de produtos fitoterapicos (BRASIL, 1995a; 1996a).



A portaria n® 1.029 publicada em 1998 submeteu a consulta pablica
os procedimentos de registro simplificado para produtos fitoterapicos
tradicionais que constavam em lista aprovada pelo Sistema de Vigilancia
Sanitaria. Nela também foram esclarecidos critérios de registro por
similaridade, exigindo comprovacdo de equivaléncia terapéutica (BRASIL,
1998b; MARQUES, 2000).

No que se referia a medicamentos isentos de registro, a portaria n°® 6
de 1995 adequou-se ao prescrito na lei 6.360 mantendo a possibilidade de
isencdo de registros para drogas vegetais e produtos farmacopeicos, porém
restringindo esse expediente apenas as informacbes efetivamente
constantes das monografias oficiais. Dados de toxicidade, eficacia e controle
de qualidade das formas farmacéuticas, ndo constantes nas monografias
oficiais, deveriam ter os dados comprovados pela empresa interessada na
isencdo de registro. Como a isencdo envolve varias classes de
medicamentos, além dos fitoterapicos, foi publicada norma propria com a
edicdo da Portaria n® 81 de 13/09/1995 que esclareceu o assunto e definiu
um cadastramento numerado para os produtos isentos (BRASIL, 1995b;
MARQUES, 2000).

Para auxiliar no cumprimento as legislacfes vigentes pelas empresas
ou programas publicos e filantropicos ndo dotados de infraestrutura
adequada para as pesquisas necessdarias ocorreu a reestruturacdo do
GEPFITO com a elaboracdo de monografias para a composicdo de
Formulario Nacional de Fitoterapicos, através da edicdo da Portaria n® 125
de 1995. A aprovacao do formulario Nacional de Fitoterapicos, como parte

integrante da Farmacopéia Brasileira 5% ed., aconteceu em 2011 através da
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RDC n? 60 trazendo 83 monografias de produtos fitoterapicos acabados,
como infusdes, xaropes e pomadas, incluindo-se avaliacGes toxicologicas e
de eficacia terapéutica com indicacfes precisas, com doses recomendadas,
restricbes de uso, efeitos colaterais e contra-indicacfes. Os requisitos de
qualidade estdo definidos de forma especifica para a farmacia de
manipulacéo e farmécias vivas. (BRASIL, 1995c; 2011).

A Portaria n® 178 de 1998, que submeteu a consulta publica, a qual
revogou a portaria n® 81 de 1995 sobre as normas de isencdo, possuia
conteudo semelhante a ultima, porém definia os produtos que podem sofrer
a isencdo, destacando-se o0os medicamentos cujas férmulas integrais
constem da Farmacopéia Brasileira em vigor, visando disciplinar o
procedimento de isencdo, e mantendo o prazo de validade da concesséao de
isencdo de registro e a necessidade de sua renovacao periédica (BRASIL,
1998c).

No ano de 2000 entrou em vigor a RDC n® 17 normatizando o registro
de medicamentos fitoterapicos junto ao Sistema Nacional de Vigilancia
Sanitaria que foi revogada pela RDC n® 48 de 2004. Esta Ultima previa
diferentes formas de se comprovar a seguranca e eficacia dos
medicamentos fitoterapicos, havendo a possibilidade de se utilizar as
informacdes disponiveis sobre a tradicdo de uso da planta para as
indicagbes propostas, apresentando-se um levantamento bibliogréafico
(etnofarmacoldgico e de utilizacdo, documentacdes técnico-cientificas ou
publicacdes), conforme recomendado pela OMS em 1991 (OMS, 1991;
BRASIL, 2000c; 2004a). Quatro resoluces derivaram da RDC n° 48 de

2004 e apresentaram critérios especificos para medicamentos fitoterapicos,
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sendo elas as ResolugGes Especificas: RE n® 88 de 2004 - Lista de
referéncias bibliograficas para avaliacdo de seguranca e eficacia; RE n® 89
de 2004 - Lista de registro simplificado para registro de fitoterapicos; a RE n®
90 de 2004 - Guia para a realizacdo de estudos de toxicidade pré-clinica; e a
RE n® 91 de 2004 - Guia para realizacdo de alteracdes, inclusdes,
notificacbes e cancelamentos pos-registro (MARQUES, 2000; BRASIL,
2004b; 2004c; 2004d; 2004e; TUROLLA, 2004)

A RDC n® 48 de 2004 foi substituida, em 2010, pela RDC n*14 que
dispde sobre o registro de medicamentos fitoterapicos. De acordo com esta
resolucdo ndo é objeto de registro a planta medicinal ou suas partes, apos
processos de coleta, estabilizacdo e secagem, podendo ser integra,
rasurada, triturada ou pulverizada. As plantas medicinais, de acordo com a
legislacdo brasileira, podem ser comercializadas em farméacias e ervanarias,
de acordo com a Lei n® 5.991 de 1973 e precisam ser notificadas como
drogas vegetais de acordo com a RDC n°® 10 de 2010. JA os produtos
obtidos das mesmas podem ser cadastrados ou registrados junto & ANVISA
como alimentos, cosméticos e medicamentos fitoterdpicos. A
comercializacdo de plantas na forma rasurada para a preparacdo de chas
pode ser enquadrada como alimento. O cadastro de plantas destinadas a
infusdo extemporanea, para o preparo de chas, é feito junto a Geréncia de
Alimentos da ANVISA, através das resolugdes RDC n® 267 de 2005, RDC n®
277 de 2005, RDC n® 278 de 2005 e RDC n® 219 de 2006. As plantas que
podem ser cadastradas nesta categoria estdo definidas nas resolucdes e
devem ter um histérico de uso alimenticio, ndo apresentando toxicidade nas

doses wusuais aquelas utilizadas em preparacdo alimenticia e né&o
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apresentem uso caracteristico como medicinal independente de sua
apresentacdo como alimento. Para facilitar o registro a RDC n® 219 de 2006
apresenta uma lista positiva de espécies para as quais ja se admite a
aplicacado desses requisitos e podem ser objeto de solicitacdo de registro
imediata (BRASIL, 1973; 2005a; 2005b; 2005c; 2006b; 2010a; 2010c;
CARVALHO et al., 2008).

Apenas os produtos registrados como medicamentos, dentre eles os
fitoterapicos, podem apresentar alegacdes terapéuticas em suas bulas,
embalagens e publicidade. A RDC n® 47 de 2009 estabelece regras para
elaboracdo, harmonizacdo, atualizacdo, publicacdo e disponibilizacdo de
bulas de medicamentos e possui na secdo IV as normas para bulas dos
medicamentos fitoterapicos (BRASIL, 2009; CARVALHO et al., 2007).

A IN n? 5 de 2008, em substituicdo e atualizacdo a RE n® 89 de 2004,
determinou a publicacdo de nova "lista de medicamentos fitoterapicos de
registro simplificado” com a inclusdo de novas espécies. A IN n® 5 de 2010
atualizou a “lista de referéncias bibliograficas para avaliacdo de seguranca e
eficacia de medicamentos fitoterapicos” em substituicdo a RE n® 88 de 2004
(BRASIL, 2008a; 2010d).

A RE n® 90 de 2004 apresenta a guia para a realizagdo de estudos de
toxicidade pré-clinica especifica para medicamentos fitoterapicos, que além
dos ensaios de toxicidade aguda e de doses repetidas, também sugere
estudos de genotoxicidade, quando houver indicacdo de uso continuo ou
prolongado do medicamento em humanos e a avaliacdo toxicoldgica de
fitoterapicos de uso topico, porém nao detalha os métodos para a realizacao

destes testes (BRASIL, 2004d).
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A ANVISA divulgou, em 2010, a primeira versdao da “Guia para a
conducdo de estudos nao clinicos de seguranca necessarios ao
desenvolvimento de medicamentos”. A elaboracédo da guia foi baseada em
documentos de agéncias reconhecidas pela vigilancia sanitaria de
medicamentos e de instituicbes de interesse na area objetivando maior
harmonizacdo com a regulamentacéo internacional e cientificamente valida e
racionalizacdo dos estudos nao clinicos. Evitam-se, assim, as duplicidades e
utilizacdo desnecesséaria de animais, sem comprometer a obtencdo e a
confiabilidade de informacdes referentes a seguranca da droga a ser testada
para fornecer dados confiaveis para futuras pesquisas clinicas. Porém fca
estabelecido que se o0 pesquisador/instituicio conseguir comprovar a
seguranca desses farmacos por outros estudos cientifica e tecnicamente
mais viaveis, os dados apresentados poderdo ser avaliados pela ANVISA
(ANVISA, 2010). Este guia ndo possui valor de resolucdo e ndo é especifico
para medicamentos fitoterdpicos permanecendo vigente, no Brasil, para os
fitoterapicos, a RE n® 90 de 2004.

Para os ensaios clinicos com medicamentos fitoterapicos vale a
mesma resolucéo que regulamenta os ensaios clinicos gerais, a RE n>39 de
2008 (BRASIL, 2008b).

Em 2006, duas portarias foram publicadas para o setor de plantas
medicinais e fitoterapicos no Brasil. A primeira foi a Portaria Ministerial n®
971, de 03 de maio de 2006, que aprova a Politica Nacional de Praticas
Integrativas e Complementares (PNPIC) no SUS e a segunda foi o Decreto

[¢]

n° 5.813 que aprova a Politica Nacional de Plantas Medicinais e

Fitoterapicos (PNPMF) e da outras providéncias. Ambas as politicas
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apresentaram em suas diretrizes o incentivo a pesquisa e desenvolvimento
com relacdo ao uso de plantas medicinais e fitoterapicos e estimularam a
adocdo da fitoterapia nos programas de saude publica (BRASIL, 2006a;
2006¢).

Em 2008 a portaria n® 1.274 instituiu 0 grupo executivo para apoiar 0
Ministério da Saude na coordenacdo do Programa Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos, relacionado a regulamentacéo, cultivo, manejo,
producdo, comercializacdo e dispensacdo de plantas medicinais e
fitoterapicos. Ao grupo ficou determinado orientar estudos e pesquisas que
pudessem subsidiar a elaboracdo da RENAME-FITO (Relacdo Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos) para o desenvolvimento e a inovacdo na
area de plantas medicinais e fitoterapicos. Paralelamente a Portaria
Interministerial n°® 2.960, de 2008 aprovou o Programa Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos e criou o Comité Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos cuja funcdo foi elaborar a RENAME-FITO, uma lista de
espécies vegetais medicinais prioritarias para investimento, e a Relacéo
Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS) publicada
em 2009 com 71 espécies vegetais com potencial para gerar produtos de
interesse ao SUS com o objetivo de orientar estudos e pesquisas que
possam subsidiar a elaboracdo de fitoterdpicos disponiveis para uso da
populacao. (BRASIL, 2008c; 2008d; TORRES, 2009).

A distribuicdo e ampliacdo de fitoterapicos no SUS e o progressivo
amadurecimento da legislacdo brasileira em relacdo aos estudos de eficacia
e seguranca dos medicamentos fitoterapicos anunciam um aumento no

numero de medicamentos fitoterapicos a serem registrados (CARVALHO et
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al., 2008). Desde entdo, praticas relacionadas a distribuicdo de fitoterapicos
e a implantacdo das “Farmacias Vivas” vém se tornando uma realidade no
pais. Sendo assim, a necessidade de estudos toxicologicos e a implantacao
de politicas de fitofarmacovigilancia devem ser tomadas como prioridade
para a saude publica (LANINI et al., 2009).

As Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) devem ser implantadas em
toda a cadeia produtiva de fitoterapicos, desde o cultivo da planta medicinal
até a distribuicdo do produto acabado, devendo ser incluidas em programas
mais abrangentes de garantia da qualidade. Diversos paises tém procurado
regulamentar a aplicacdo das BPF para produtos fitoterdpicos, que
basicamente seguem as orientacdes da OMS e tem como objetivo a garantia
da qualidade, eficacia e seguranca (GIL, 2010). No Brasil, o estabelecimento
das BPF para fitoterapicos segue a RDC n® 17 de 2010 (BACCARIN, 2010,

BRASIL, 2010e).

2.2 Normas para a realizacdo de avaliacdes toxicolégicas de

fitoterapicos

Tendo em vista a necessidade de normatizacdo dos estudos
toxicolégicos e de eficacia dos fitoterapicos, propostas de regulamentacdo
foram surgindo ao longo da evolugéo da legislacéo para fitoterapicos.

A principal fonte de guias para a regulamentacdo em ambito
internacional € a OMS. Embora suas diretivas ndo tenham forca de lei em
nenhum pais, elas influenciam fortemente a elaboracédo das legislacbes

nacionais. Sendo assim, na década de 90 a OMS elaborou o “Guidelines for
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the assessment of herbal medicine/ Normas para avaliacdo dos
medicamentos a base de plantas”, o “Research Guidelines for Evaluation the
Safety and Efficacy of herbal medicines/ Normas de pesquisa para avaliagéo
da Seguranca e Eficacia dos medicamentos a base de plantas” e o
“Guidelines for clinical research on Acupuncture/ Normas de pesquisa clinica
em acupuntura. Segundo as normas citadas, principalmente quanto a
avaliacdo de seguranca de um fitoterapico, se faz necessaria a consideracéo
do tempo de uso do medicamento para os fins terapéuticos a que se
propéem. As normas consideram o uso tradicional como base de avaliacédo
de risco, desde que nao haja evidéncias de problemas quanto a sua
seguranca, sendo necessaria uma extensa revisao da literatura a fim de se
verificar se as informacdes de seguranca estdo bem esclarecidas. Caso
contrario, torna-se necessario a realizacédo de estudos pré-clinicos e clinicos,
que devem ser realizados sempre que ndo houver documentacdo que
comprove sua tradicionalidade ou quando houver quaisquer duvidas quanto
a sua seguranca (OMS, 2000; TUROLLA, 2004).

No referente aos ensaios toxicolégicos pré-clinicos, critérios para
realizacdo destes testes estdo bem especificados nas normas da
Organization for Economic Cooperation and Development (OECD) /
Organizacado para a cooperacgao e desenvolvimento econémico no “OECD
Guidelines for testing of chemicals/ OECD Normas para teste de substancias
quimicas”. No entanto, tais normas ndo séo especificas para medicamentos
de origem vegetal e sim para substancias quimicas de forma geral,
evidenciando a necessidade de avaliagbes mais apropriadas aquela classe

de medicamentos (TUROLLA, 2004; OECD, 2011).
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No Brasil a primeira norma que estabeleceu um roteiro técnico, com
critérios especificos para fitoterapicos, visando a elaboracdo de estudos
toxicoldgicos pré-clinicos e clinicos foi a portaria n®116 de 1996. Esta
portaria, dentre outras exigéncias, permitiu a realizacdo concomitante de
estudos toxicologicos pré-clinicos e clinicos, com a finalidade de agiliza-los,
uma vez que, em sua maioria, as espécies estudadas ja vinham sendo
comercializadas e consumidas pela populacdo. Ela também uniformizou a
prestacdo de servicos na area de fitoterdpicos e orientou sobre as
metodologias a serem utilizadas nos estudos. Embora a portaria nao
definisse o protocolo experimental a ser utilizado nos estudos orientou na
sua elaboracdo exigindo que demonstrasse a auséncia ou a eventual
toxicidade do produto fitoterapico e detalhou um roteiro com os parametros
minimos para os estudos necessarios. Além dos aspectos toxicoldgicos a
portaria propds normas para estudo da eficacia de produtos fitoterapicos. Ela
ainda sugeriu que, além destas normas, pudesse ser consultado o Roteiro
de ensaios pré-clinicos e clinicos da Coordenadoria de Pesquisa e
Desenvolvimento Cientifico da Central de Medicamentos do Ministério da
Saude e mais duas referéncias: o ja citado, “Research Guidelines for
Evaluating the Safety and Efficacy of Herbal Medicines”, da OMS e o "WHO
Guidelines for Good Clinical Practice (GCP) for Trials on Phamaceutical
Products/ OMS Normas para Boas Préaticas Clinicas para triagem de
produtos farmacéuticos” (BRASIL, 1996a; OMS, 1992; 2000). Em
decorréncia desta portaria, houve um estimulo a elaboracdo destes estudos
nas instituicdes devido a demanda e disponibilizacdo de normas claras para

sua execucado (MARQUES, 2000).
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No Brasil, atualmente, o regulamento que apresenta critérios
especificos para estudos toxicolégicos pré-clinicos dos medicamentos
fitoterapicos é a RE n° 90 de 2004 - Guia para a realizacdo de estudos de
toxicidade pré-clinica para fitoterapicos. As TABELAS 1 e 2 evidenciam as
principais diferencas entre as normas da OMS, da RE n® 90 para
fitoterapicos e da OECD para produtos quimicos (OECD, 1995; 2001; OMS,

2000; BRASIL, 2004d).

TABELA 1: Comparativo das normas para realizacdo de estudos de
toxicidade aguda segundo a OMS, a RE n® 90 de 2004 para fitoterapicos e a

OECD para produtos quimicos.

Parametros Toxicidade aguda para fitoterapicos Toxicidade aguda para fitoterapicos Toxicidade aguda para substancias
segundo a OMS segundo RE n. 90, de 16 de marco de quimicas segundo OECD.
2004,
Espécies de animais Minimo 2 espécies, sendo umaroedorae  Uma espécie de mamifero, evitando-se Preferencialmente roedores (ratos) podendo
uma ndo-roedora animais com caracteristicas genéticas ser utilizadas espécies ndo roedoras.
especiais.
Sexo e nimero de animais  Machos e fémeas em pelo menos umadas  No minimo 6 machos e 6 fémeas emidade  Minimo 5 roedores para cada dose do mesmo
espécies. Minimo 5 animais por sexo. adulta. sexo. Fémeas devem ser nuliparas e nio
Roedores: minimo dois animais por sexo prenhas. Ao final, repetir o teste com um
por grupo grupo de no minimo 5 animais do sexo
oposto.
Via de administragdo Via oral. Caso a preparagdo seja A mesma via proposta para o uso do Oral
administrada ao homem por via parenteral, produto.
somente esta via sera suficiente.
Dosagens Roedores: concentragdes que permitam  Suficiente para observagio de possiveis No minimo 3 dosagens, em nimero e

Freqiiéncia da
administragdo

Periodo de observagdo

determinar a dose letal aproximada. No
roedores: doses que permitam a
observagdo de efeitos toxicos.

Uma ou mais doses durante o periodo de
24 horas.

Devem ser observados por no minimo (7
dias e no maximo 14 dias.

efeitos adversos e estimativa da DLsy. Se
nao forem observados efertos adversos,
utilizar a maxima dose possivel.

Uma ou mais doses durante o periodo de 24
horas.

Durante as primeiras 24h nos periodos de 0,
15,30 & 60 minutos e a cada 4 horas e
diariamente durante 14 dias apos a
administragio

intervalo de tempo suficiente para produzir
uma curva dose-resposta que permita a
determinacdo da DLs,

Uma ou mais doses nio excedendo 24 horas.

Minimo de 14 dias. O periodo deve ser
determinado de acordo com o aparecimento
dos efeitos toxicos e ser prolongado até que
necessario

Fontes: OMS, 2000; BRASIL, 2004d; OECD, 1995; 2001)
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TABELA 2: Comparativo das normas para realizagcdo de estudos de
toxicidade de doses repetidas segundo a OMS, a RE n? 90 de 2004 para
fitoterapicos e a OECD para produtos quimicos.

Parimetros Toxicidade de doses repetidas para Toxicidade de doses repetidas para Toxicidade de doses repetidas para
fitoterapicos segundo a OMS fitoterapicos segundo RE n. 90, de 16  substancias quimicas por 28 dias, segundo
de margo de 2004, OECD.
Espécies de animais Minimo 2 espécies de mamiferos, sendo  Pelo menos 2 espécies de mamiferos  Preferencialmente espécies roedoras (ratos).
uma roedora e uma ndo-roedora (uma roedora e uma ndo- roedora).

Sexo e nimero de animais  Roedores: minimo 10 machos e 10 fémeas  Roedores: 10 machos e 10 fémeaspor ~ Minimo 10 animais para cada dose (5
por dose; ndo roedores: minimo 3 machos  dose; nio-roedores: no minimo 3 machos e 5 fémeas). Fémeas devem ser
¢ 3 fémeas por dose. Para cada estudo machos e 3 fémeas por dose. Paracada  nuliparas e ndo prenhas.
incluir um grupo controle com o veiculo  estudo incluir um grupo controle com o
da formulagdo e um grupo sem tratamento. veiculo da formulagdo.

Via de administragio A mesma via de administragdo do A mesma via de administragdo do Via oral.
medicamento. medicamento.
Dosagens Minimo 3 concentragdes por grupo: uma  Minimo 3 doses: dose de efeito Caso a dose de 1000 mg/kg/dia ndo cause

dose de nenhum efeito observado, uma terapéutico (menor dose), maior dose  efeitos toxicos deve ser realizado com no
dose que produza efeitos toxicos, umaou  que produza efeito detectavel limitada  minimo 3 grupos e um grupo controle. Um

mais doses intermediarias. pelo volume da dose e uma dose estudo de achado de dose pode ser realizado
intermediaria, como exemplo, amédia s ndo houver dados disponiveis. A dose
geomeétrica entre a dose maior € a maxima escolhida deve induzir efeitos
menor. toxicos, mas nio deve induzir morte ou
sofrimento severo.
Freqiiéncia da administragdo O tempo de administragdo segue o periodo  Segue o periodo da utilizagio 0Os animais devem ser testados 7 dias por
da utilizagdo terapéutica, minimo de 2-4  terapéutica: até 30 dias de uso/ano=4  semana durante 28 dias.
semanas até 9-12 meses. semanas; mais de 30 dias de uso/ano =
12 semanas .
Periodo de observagdo Observagdo diaria. Nio consta. Observagdo por 28 dias. Grupo controle

deve ser observado por mais 14 dias.

Fontes: OMS, 2000; BRASIL, 2004d; OECD, 1995; 2001)

2.3 Estudos de toxicidade de plantas medicinais e fitoterapicos

Toxicidade € definida como a capacidade de certas substancias
causarem danos aos seres vivos. E importante salientar que toxicidade e
dano ndo tém o mesmo significado; medidas de toxicidade sdo estimadas
para avaliar o potencial de dano. Dano ndo € apenas uma funcédo da
toxicidade inerente, mas esta relacionado a biodisponibilidade da substancia.
Esta distincdo e a importancia de informagdes sobre a biodisponibilidade do

material devem ser mantidas em mente no que se refere a seguranca de
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produtos que entram em contato com o organismo humano (PINTO et al.,
2000).

Os testes de toxicidade séo elaborados com os objetivos de avaliar ou
prever os efeitos toxicos nos sistemas bioldgicos e dimensionar a toxicidade
relativa das substancias (FORBES; FORBES, 1994 apud LIMA et al., 2009)
Tais ensaios podem ser realizados para analisar toxicidade aguda,
subcronica (subaguda para alguns autores) e cronica. A maior diferenca
entre estudos agudos, subcrénicos e crbénicos, além da duracéo
experimental, € o grau com que 0s animais experimentais sdo avaliados, em
nivel fisico, bioquimico, hematoldgico e histoldégico, quanto aos efeitos
toxicos produzidos pela substancia teste (PINTO et al., 2000).

O grau de seguranca no uso de drogas sO pode ser avaliado quando
se analisa uma série de fatores, relacionados ndo somente com as
propriedades fisicas, quimicas e farmacodindmicas das drogas, mas
também com as caracteristicas biolégicas dos individuos. Apesar da analise
de todos estes fatores é ainda impossivel o estabelecimento completo do
grau de seguranca das drogas. Durante os testes de toxicidade, os animais
ou humanos usados nos estudos devem ser observados quanto as
alteracdes fisicas e comportamentais, e analisados quantos aos parametros
bioguimicos e hematoldgicos periodicamente. A interpretacdo dos resultados
€ especifica para cada constituinte em particular, mas existem principios
basicos e associacdes que devem ser seguidas (KERR, 2003).

Os parametros de bioquimica subclinica e clinica funcionam como
indicadores dos processos adaptativos do organismo, no metabolismo

energetico, protéico e mineral, além de oferecer indicativos na interpretacao
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do funcionamento hepatico, renal, pancreéatico, 6ésseo e muscular, e
associado aos parametros hematoldgicos, histolégicos ou histopatologicos
fornecem o grau de seguranca da utilizacdo enddégena de uma determinada
substancia (GONZALEZ; SILVA, 2006).

Respostas bioquimicas, que geram respostas patolégicas, podem
ocorrer quando um toxico entra no organismo, como uma aclimatacdo do
organismo ou uma situacdo de toxicidade podendo afetar a sobrevivéncia
dos animais. O estresse € um mecanismo fisiolégico compensatorio que o
organismo adota em resposta a fatores fisicos ou quimicos, os agentes
estressores, que podem afetar parametros bioquimicos em nivel sanguineo
e/ou em nivel de 6rgaos. O consumo de oxigénio, 0 metabolismo de lipidios,
conteudo de lactato e glicogénio tecidual e niveis plasmaticos de glicose
podem ser alterados depois da exposicdo a um xenobidtico. Assim, estes
parametros bioquimicos sdo sensiveis a concentracdes subletais de agentes
téxicos (DE SMET; BLUST, 2001 apud PRETTO, 2008). O figado e os rins
sdo, geralmente, os 0Orgdos ativos na metabolizacdo e eliminacdo de
xenobidticos, portanto, a analise de parametros bioquimicos e histolégicos
pode ajudar a identificar os 6rgaos alvo de toxicidade e o estado geral de
saude do animal (ALMEIDA et al., 2001 apud PRETTO, 2008).

CUNHA et al (2009) avaliaram a toxicidade pré-clinica do latex e do
extrato etandlico das folhas de Synadenium umbellatum, por via oral, em
ratas Wistar. Esta planta tem o latex usado empiricamente como antitumoral
e antiinflamatdrio e existem espécies toxicas nesta familia. O estudo seguiu
diretrizes do Guideline 423 (toxicidade aguda) e Guideline 407 (toxicidade

subaguda) da OECD (OECD, 1995; 2001). Na avaliacao de toxicidade aguda
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(14 dias) parametros comportamentais e sinais de toxicidade foram
avaliados. Foram realizadas andlises macroscopica e histopatoldgica dos
orgaos dos animais. No estudo de toxicidade subaguda os animais foram
divididos em cinco grupos com 8 fémeas cada, totalizando 40 animais. Trés
doses diferentes do extrato etandlico das folhas de Synadenium umbellatum
foram administradas por grupo, por 30 dias. Um grupo, denominado satélite,
foi tratado com a dose maxima do extrato por 30 dias, permanecendo sem
tratamento por mais 30 dias. Foram observados e registrados, diariamente,
peso, consumo de agua, consumo de racédo, producéo de fezes e producéo
de urina e alteragbes comportamentais anormais durante todo o estudo.
Parametros hematoldgicos e bioquimicos, macroscépicos e histopatolégicos
dos o6rgdos foram analisados. Na toxicidade aguda ndo observaram
alteracdes fisioldégicas e comportamentais, e nem a morte dos animais. No
entanto, o latex ocasionou congestao e infiltrado leucocitario nos rins, figado
e pulmdes, efeitos ndo observados com o extrato da mesma. Na toxicidade
subaguda, os tratamentos com o extrato ndo produziram alteracbes dose-
dependentes significativas nos parametros laboratoriais e nem alteracdes
fisiol6gicas, macroscopicas e histopatolégicas dos oOrgdos. Os autores
concluiram que o extrato da S. umbellatum é praticamente atdéxico em
exposicdo aguda, ja o latex pode ocasionar alteracdes histopatolégicas no
figado e pulmdes e que o uso crbénico da planta merece mais estudos.

A evolucao histérica mostra 0 emprego de espécies animais buscando
avaliar o risco no ser humano, em diferentes situacdes, de forma bem
sucedida. Em contraste, o tragico episédio da Talidomida, nos anos 60

apontou deficiéncia critica no emprego dos roedores em prever riscos de
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toxicidade em humanos, evidenciando a variabilidade de respostas dos
farmacos. Muitos estudos permitiram aprendizado quanto as duas
dificuldades béasicas na utilizacdo de animais: o problema em extrapolar
resultados obtidos de estudos em animais a humanos, e a dificuldade em
extrapolar observacdes obtidas com dosagens elevadas nos animais, para
os niveis de dosagens inferiores considerados para o homem. No que se
refere ao modelo animal empregado, apesar das diferencas existentes entre
qualquer das espécies e o homem, no que diz respeito a absorcao,
distribuicdo, biotransformacéo e eliminacéo, e da variabilidade de resposta, é
sempre preferivel a resposta de um modelo vivo do que de qualquer outro
(PINTO et al., 2000).

O ensaio de toxicidade aguda é uma etapa inicial para a avaliacdo do
perfil toxicolégico de uma substancia, podendo sugerir o mecanismo de
toxicidade envolvido na absorcdo da mesma por diferentes vias de
administracdo. Este ensaio pode ser necessario para o estabelecimento de
doses a serem utilizadas em estudos cronicos e subagudos. Além disso,
fornece informacdes sobre o risco a saude humana capaz de advir da
administracdo aguda dessa substancia (BIGUETHI et al., 2004).

CRAVEIRO et al. (2008) avaliaram a toxicidade aguda do extrato
aguoso de folhas de Erythrina velutina, espécie vegetal muito usada na
medicina popular principalmente como tranquilizante. O protocolo
experimental utilizado seguiu 0o Guia para a Realizacdo de Estudos de
Toxicidade Pré-clinica de Fitoterapicos da RE n® 90 de 2004. O extrato
aguoso de Erythrina velutina, foi dissolvido em agua destilada e

administrado, por via oral, a um grupo de 12 animais (6 machos e 6 fémeas),
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em dose Unica. Apos a administracdo foram observados aparecimento de
sinais toxicos de carater geral, com excecao da quantidade de bolos fecais,
os demais parametros foram avaliados através de escalas analOgicas
unipolares variando de 0 a 4 pontos (cianose, piloerecéo, contor¢des, ptose
palpebral, tremores, convulsdes, ataxia, hipnose e urina vermelha), ou
bipolares variando de 0 a 8 pontos, sendo 4 o valor representante da
normalidade (atividade motora, respiracdo, reflexos corneal, de
endireitamento e de retirada, tbnus corporal). A variagdo do peso foi
observada diariamente. O niumero de mortes foi verificado para célculo da
DL50 e ap0s eutanasia as caracteristicas macroscopicas dos pulmdes, rins,
intestinos, figado, gbnadas e coracdo foram analisados. De acordo com os
resultados dos autores nenhum animal veio a 6bito e nenhum sinal de
toxicidade foi detectado nas observacbes comportamentais ou nas
autopsias, indicando uma razoavel atoxicidade do extrato.

A Dose Letal 50% (DL50) é a dose Unica que causa a morte em 50%
dos animais, sendo expressa em peso da substancia teste por unidade de
peso do animal experimental (mg/kg). O valor da DL50 é usado como um
indice para a classificacdo toxicoldgica, fornecendo subsidios para estudos
de avaliacdo de risco da exposicdo humana. Deste modo, este padréo visa a
deteccdo e avaliacdo do potencial toxico, para o homem, de qualquer
substancia ou produto quimico acabado, ao qual possa estar exposto. Por
meio da observacdo e quantificacdo do numero de mortes apos a
administracdo Unica de uma substancia ou produto quimico por diferentes
vias de administracdo, em ratos ou camundongos, o valor da DL50 é

calculado (BIGUETHI et al., 2004). Os testes de toxicidade subaguda e
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cronica sdo geralmente avaliados por meio de exposi¢cdes prolongadas
(doses repetidas) do organismo a concentracdes subletais (ALBINATI et al.,
2009). Geralmente os protocolos exigem o teste em duas espécies animais,
podendo apenas uma delas ser espécie roedora.

MELLO et al. (2008) avaliaram a seguranca de um fitoterapico,
constituido de extrato fluido de Gossypium herbaceum (algodoeiro) e tintura
de Algodoeiro Cangeri®, através de estudos de toxicidade, tendo como base
a resolugdo n® 90 de 2004. Para o teste de toxicidade em doses repetidas
com duracdo de 30 dias de tratamento, utilizaram dez ratos machos e dez
fémeas, tratados com a dose terapéutica indicada pelo fabricante para seres
humanos adultos, 5 vezes e 10 vezes a dose terapéutica, além de um grupo
controle, onde administraram o veiculo do fitoterapico. Foi avaliada a massa
corporal diaria, consumo diario de racdo, consumo diario de agua, analise
macroscopica dos 6rgaos, peso relativo das visceras no dia da eutanasia e
exames complementares como analise histopatolégica dos 0rgaos,
hemograma completo e analise bioquimica sanguinea. Os resultados
revelaram que os animais tratados com a dose terapéutica hdo mostraram
alteracdes sistémicas que indique toxicidade. As alteracfes observadas nas
variaveis de ganho de massa corporal, dados hematolégicos e de bioquimica
sanguinea nos grupos tratados com as doses 5 e 10 vezes a dose
terapéutica revelaram a ocorréncia de toxicidade sistémica dose
dependente.

Existem varios protocolos sugeridos para desenvolvimento dos
estudos de toxidade de farmacos e atualmente, no Brasil, existe protocolo

especifico para fitoterapicos. Cabe ao pesquisador selecionar um protocolo
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que seja aceito pelo oOrgao fiscalizador do seu pais. Um estudo da
Universidade King Saud, da Arabia Saudita, por exemplo, que usou
protocolo nacional, utilizou quatro grupos de oito ratos e testou duas plantas
isoladamente. Em um dos grupos testou a associa¢ao das plantas, o quarto
grupo foi o controle, que recebeu apenas racdo. Metade dos animais de
cada grupo foi eutanasiado, aleatoriamente, com trés semanas de
tratamento e a outra metade com seis semanas de tratamento. No sangue
dos animais foi realizada hematologia completa e alguns parametros
bioquimicos (FA, AST, ALT, proteinas totais, albumina, globulina, bilirrubina,
uréia, célcio e magnésio). Todos os animais de todos 0s grupos tiveram o
intestino, figado, rim, coracdo e baco analisados histologicamente (YAHYA
et al., 2000). Diminuicdo do ganho de peso e eficiéncia alimentar,
enteropatias e diarreias foram atribuidas aos tratamentos com C. colocynthis
e N. oleander administrados isoladamente. Lesdes de 6érgaos foram
acompanhadas por leucopenia, anemia e alteragcdes no soro dos niveis de
AST, ALT, FA, proteina total, albumina, uréia, bilirrubina e outros
constituintes de soro. O grupo tratado com a associacdo das duas plantas
apresentou efeitos mais acentuados e morte.

ATTAWISH et al. (2004) utilizaram o protocolo da OMS (2000) e
testaram toxicidade cronica de um extrato de Gynostemma pentaphyllum
usada tradicionalmente para tratamento de hiperlipidemia. De acordo com o
protocolo, 90 ratos Wistar machos e 90 fémeas, foram divididos ao acaso em
seis grupos de 15 animais por sexo, sendo um grupo controle que recebeu
agua, quatro grupos tratados com quatro doses crescentes do extrato

aguoso da planta e o sexto grupo tratado com a maior dose. Os animais
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foram tratados por 24 semanas. O peso, a ingestdo alimentar e o
comportamento foram avaliados semanalmente, durante os seis meses de
tratamento. O sexto grupo, para restabelecimento, teve o tratamento
suspenso 14 dias antes do fim dos seis meses para verificar se 0 grupo
tratado na maior dose teria 0s casuais efeitos tOxicos reversiveis ou
permanentes. Ao final dos seis meses foram avaliados os parametros
bioquimicos e hematoldgicos. Os 6rgaos dos animais foram avaliados macro
e microscopicamente. Os resultados mostraram que 0 extrato ndo causou
toxicidade significativa em ratos durante seis meses de tratamento.

O produto fitoterapico utilizado como digestivo e denominado
lerombina® passou por testes pré-clinicos, onde foi avaliada a toxicidade em
ratos e cées, de acordo com a portaria n® 116 de 1996, vigente na época.
Concluiram neste estudo, onde foram utilizadas trés doses, semelhante a
usada em seres humanos, cinco vezes e 25 vezes, que o produto é de baixa
toxicidade nao tendo causado morte nem alteracbes significativas nos
animais, viabilizando assim, os ensaios clinicos. Em seguida, foram
realizados ensaios clinicos toxicolégicos referentes a fase | em seres
humanos para o registro na ANVISA de acordo com a RDC n® 48 de 2004,
vigente na época. De acordo com as Resolucdes n® 196 de 1996 (BRASIL,
1996b) e n® 251 de 1997 (BRASIL, 1997) do Conselho Nacional de Salde, o
ensaio clinico toxicoldgico fase | do tipo randomizado foi realizado com a
participacdo voluntaria de individuos, apos assinarem o Termo de
Consentimento livre. Foram utilizados 28 seres humanos, 14 homens e 14
mulheres entre 20 e 40 anos de idade, previamente selecionados,

devidamente sadios, tendo sido feita uma avaliacdo clinica e laboratorial
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completa. Os voluntarios tomaram uma dose do produto fitoterapico por via
oral, trés vezes ao dia durante oito semanas. A partir do 1° dia de ingestéo
até o 7° dia avaliou-se a toxicidade aguda e depois até a 82 semana, avaliou-
se a toxicidade crbnica. No 3° e 7° dia, na 32 e 62 semana e 24horas apoés a
82 semana de ingestdo do produto, os individuos (homens e mulheres) foram
submetidos a uma avaliacdo clinica e laboratorial do seu estado geral no
hospital onde foi realizado o estudo. Durante todo o curso da pesquisa, 0S
voluntarios foram instruidos a comunicarem aos pesquisadores, qualquer
sinal ou sintoma que porventura apresentassem de reacdo adversa e
também receberam um questionario para preencher no caso de reacao
adversa. Os resultados obtidos demonstraram que 0s pacientes néao
apresentaram alteracbes clinicas, laboratoriais e reacbes adversas
significativas, apenas o0s niveis de AST e FA no grupo feminino,
apresentaram alteracdes significativas (p < 0,05) embora os valores tenham
permanecido dentro dos valores de normalidade para individuos adultos

(PAULO et al., 2009).

2.4 Familia Rhamnaceae: género Hovenia: espécie Hovenia dulcis

Rhamnaceae € uma familia botanica de plantas angiospérmicas.
Embora sua distribuicdo seja cosmopolita, elas sdo comumente encontradas
em zonas tropicais e subtropicais. Possui 58 géneros e aproximadamente
900 espécies (LIMA, 2006). Muitas dessas espécies sdo utilizadas como
plantas medicinais de uso popular. Géneros como Ampelozizyphus,

Berchemia, Ceanothus, Discaria, Hovenia, Rhamnus, Zizyphus, tém sido
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alvo de pesquisas, em busca de comprovar e descobrir novas atividades
farmacolégicas (ABDEL-ZAHER et al. 2005; BHUIYAN et al., 2009; CHIN et
al., 2006, DIALLO et al., 2003; ECEVIT et al.,, 2007; GIACOMELLI et al.
2001; 2004; MOREL, et al. 1995; ROSAS et al., 2007; SANTOS et al., 2005;
VOLPATO et al., 2002)

BAO-JUN et al. (2004), em artigo de revisdo das bioatividades de
Hovenia dulcis, consideram que o género Hovenia, da familia Rhamnaceae
Coreana, possui trés espécies, sendo Hovenia dulcis, Hovenia acerba e
Hovenia trichocarpa, e duas variedades para a espécie Hovenia dulcis:
Hovenia dulcis var. tomentella Makino e Hovenia dulcis var. koreana Nakai.

Porém de acordo com o BANCO DE DADOS TROPICOS (2010), o
género Hovenia da familia Rhamnaceae possui, até o presente, nove
espécies diferentes catalogadas. A espécie Hovenia dulcis fica assim
dividida:

e H. dulcis Thunberg e seus sinGnimos:
o H. dulcis var. glabra Makino;
o H. dulcis var. latifolia Nakai.

e H. dulcis var. tomentella Makino

Sendo as outras oito espécies:
e H. acerba Lindl.
e H. inaequalis (sinbnimos: H. acerba var. acerba, H. dulcis var.
acerba, H. parviflora, Ziziphus esquitolii);

e H. trichocarpa
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H. fulvotomentosa (sinbnimos: H. trichocarpa var.
fulvotomentosa, H. trichocarpa var. trichocarpa)

e H.tomentosa

e H. robusta (sinbnimos: H. trichocarpa var. robusta);

e H. merrilliana;

e H. kiukiangensis (sinbnimos: H. acerba var. kiukiangensis).

Originaria do leste da Asia, com distribui¢céo principalmente na China,
Japado, Coréia e areas do Himalaia, a Hovenia dulcis Thunberg foi
introduzida no Brasil possivelmente em 1987, quando o Centro Nacional de
Pesquisa de Florestas da Empresa Brasileira de Pesquisa em Agropecudria
(CNPFlorestassEMBRAPA) recebeu, da Academia Chinesa de Florestas,
sementes de Hovenia dulcis de duas localidades da Republica Popular da
China para fins ornamentais e de reflorestamento (CARVALHO, 1994). Séo
comuns, atualmente, pequenos plantios de uva-do-japdo em propriedades
agricolas no sul do pais e nas outras regies ocorre em terrenos baldios e
nas proximidades das habitacbes, de forma isolada ou em pequenos
agrupamentos, devido a dispersdo de origem zoocérica de suas sementes
(CARVALHO, 1994; RIGATTO et al., 2001).

A Hovenia dulcis € conhecida popularmente no Brasil, principalmente,
por uva-do-japdo. Seu nome em inglés é Oriental Raisin tree, no Japéo é
conhecida por kenponashi e na China por chih-chi, kenan, Zhi Bei Zi
(CARVALHO, 1994). Esta espécie é utilizada na medicina tradicional chinesa
e coreana no tratamento de doencas do figado e como agente detoxificante

para intoxicagdo alcodlica e esta listada na “Tang Materia Medica”,
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compéndio pioneiro da medicina tradicional chinesa que remonta a 659 dC
(SHEN et al., 2012). Suas sementes, frutos, raizes, cascas e folhas tém sido
usadas no tratamento de varios sintomas patoldgicos. Popularmente, suas
partes vém sendo utilizadas como diurético, antipirético e para doencas do
figado, asma, bronquite e diarréia. (CASTRO et al., 2002). Seus frutos e
pedunculos frutiferos sdo considerados antieméticos, antipiréticos, laxativos,
diuréticos e calmantes estomaquicos (SUTTISRI et al., 1995; LI et al., 2005;
REN-BO et al., 2007; YOSHIKAWA et al., 1997; HSUN-LANG et al., 2007). A
casca da arvore € utilizada para tratar doencas do reto, constipacao,
convulsédo infantil, antispasmadico, febrifugo. (KOLLER et al., 1997).

As outras espécies de Hovenia ndo sdo encontradas
espontaneamente no Brasil e suas bibliografias sdo bastante escassas.
Hovenia trichocarpa, encontrada no Japao, tem suas cascas e as folhas
utilizadas popularmente para combater sintomas do excesso alcodlico. A
casca é usada para preparar desodorantes. Da casca de H. trichocarpa
foram isolados e elucidados estruturalmente, através de métodos quimicos e
espectroscopicos, oito glicosideos fendlicos denominados hovetrichosideos
A-H, um novo triterpeno lupano, acido hovenico e um glicosideo abeolupano,
dentre outros compostos fendlicos (FIGURA 1) (YOSHIKAWA et al., 1998a;
1998b; 1998c).

Estudos fitoquimicos e farmacologicos tém revelado promissor

potencial bioativo para a espécie Hovenia dulcis Thunberg.
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hovetrichoside A (1) : IR, 28
hovetrichoside B (2) : 15, 2R

FIGURA 1: 1- hovetrichoside A: 1R, 2S; 2- hovetrichoside B: 1S, 2R; acido
hovenico

Pesquisadores chineses concluiram, em experimento com ratos
diabéticos aloxano induzidos, que o tratamento, por sete dias, com extrato
de Hovenia dulcis reduziu, significativamente, os niveis de glicose e
aumentou a formacao de glicogénio hepatico, quando comparados ao grupo
controle diabético (JI et al., 2002).

HIROTAKA et al. (2003) registraram a patente de um suplemento
alimentar que possui atividade hipoglicemiante. O composto possui, dentre
outros, o0 extrato das sementes de Hovenia dulcis. NA et al. (2004)
registraram a patente de um alimento funcional para prevencao e tratamento
da diabetes que contém a fracdo insolivel do extrato alcodlico,
preferencialmente metandlico, de Hovenia dulcis ou polissacarideos isolados
da mesma, como um ingrediente ativo.

Outro estudo comprovou atividade de H. dulcis na diabetes.
Camundongos hiperglicémicos, induzidos com estreptozocina e tratados, por
seis semanas, com 10mg/kg e 40mg/kg do extrato de H. dulcis,
apresentaram reducdo glicémica e maior tolerdncia a glicose. A anélise
histopatoldgica do pancreas mostrou que as llhotas de Langerhans foram
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parcialmente regeneradas quando comparadas ao grupo doente nao tratado.
Foi observado aumento na quantidade de fatores de crescimento
semelhante a insulina (IGF | e Il). Os resultados sugerem que o tratamento
auxilia na recuperacao de danos causados ao pancreas pela estreptozocina
(JEONG-SANG et al., 2005).

O extrato metanolico dos frutos de Hovenia dulcis var. koreana Nakai,
e sua particbes apresentaram atividade antioxidante consideravel, em
estudo que utilizou a metodologia da atividade sequestrante de radicais
livres DPPH (radical 1,1-diphenil-2-picrilhidrazil) e &nion superéxido. A fracédo
acetato de etila obtida do extrato, por ter apresentado maior atividade
antioxidante, foi utilizada, no mesmo trabalho, para tratar ratos diabéticos
induzidos por estreptozocina. Os niveis de glicose plasmatica, triacilglicerois,
colesterol total e peréxido lipidico foram diminuidos nos ratos tratados nas
duas doses, 20 e 50mg/kg, durante 24 dias, enquanto que o HDL/colesterol
(lipoproteina de alta densidade) e a glutationa foram aumentados,
comprovando que o tratamento diminuiu o desequilibrio entre radicais livres
e a atividade antioxidante, causado pela inducdo com estreptozocina e pelas
complicacOes da diabetes (LEE et al., 2005).

Vérios estudos comprovam atividade de Hovenia dulcis na reducéo da
intoxicacdo alcodlica. OKUMA et al. (1995) trabalharam com fracdes do
extrato de H. dulcis e encontraram que uma das fracdes na dose de 0,5 g/kg,
guando administrada cinco minutos antes da ingestao alcodlica em ratos,
promoveu decréscimo de 40 e 37% nos niveis plasmaticos de alcool e
acetaldeido, respectivamente. O extrato seco etandlico, na dose de

0,125g/kg de peso corporal, administrado em homens adultos vinte minutos
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antes da ingestdo alcodlica, diminuiu a concentracdo alcoodlica e
acetaldeidica presente na saliva e a concentracdo alcodlica expiratéria foi
reduzida em cinco dos oito homens do estudo.

Quatro flavondides foram isolados das folhas de H. dulcis por DING et
al. (1997) e através de andlise espectroscopica e com base em suas
propriedades fisico-quimicas, suas estruturas foram identificadas como
dihidrocamferol (isolado no género pela primeira vez), quercetina, (+)-
3,3',5',5,7-pentahidroflavanona (um novo flavonoide) e (+)-dihidromiricetina
(isolada pela primeira vez no género)

YOSHIKAWA et al. (1997) encontraram atividade inibitoria do efeito
relaxante muscular induzido por alcool e atividade protetora de lesdes
hepaticas induzidas por galactosamina/lipopolissacarideo (DgalN/LPS) ou
tetracloreto de carbono (CCl,), em ratos, na fracdo metandlica de Hoveniae
Semen Seu Fructus, produto comercial chinés e japonés a base de frutos
com sementes e folhas de Hovenia dulcis. Do produto também isolaram e
determinaram a estrutura de trés novos flavondides, denominados
hovenitinas I, Il e Il e quatro ja conhecidos (+)-ampelopsina
(dihidromiricetina), laricetrina, miricetina e (+)-gallocatequina. Hovenitina | e
(+)-ampelopsina, principais componentes, demonstraram atividade inibitéria
do efeito relaxante muscular induzido por alcool. Somente hovenitina |
demonstrou atividade protetora de lesdes hepéticas induzidas.

Um flavonoide ativo, denominado hovenodulinol, extraido da fracao
butandlica do extrato hidroalcodlico dos frutos de H. dulcis, foi patenteado. O
processo de obtencdo desse composto, sua utilizacdo no alivio dos sintomas

do excesso alcodlico e como agente detoxificante alcodlico também foram
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registrados pela comprovacdo da atividade através de experimentos com
ratos e humanos (LEE et al., 2002).

CHEN et al. (2006) encontraram reducédo significativa da
concentracdo alcodlica plasmatica nas primeiras trés horas apos tratamento
com o extrato aquoso de H. dulcis em camundongos, resultado que
corrobora os de OKUMA et al. (1995) e Jl et al. (2001). Além disso,
acrescentam que o tratamento aumentou a atividade da enzima alcool
desidrogenase no figado, concluindo que o tratamento inibe a absorcéo e
estimula o metabolismo alcodlico. JI et al. (2001), que utilizaram os frutos de
H. dulcis, também detectaram encurtamento no tempo de sono dos ratos em
experimento.

NA (2003) patenteou uma composicdo farmacéutica e/ou alimento
funcional contendo a fracdo insoluvel do extrato alcodlico dos frutos de
Hovenia dulcis ou um polissacarideo isolado da fracdo como um potente
hepatoprotetor e ativo contra os sintomas do excesso alcodlico. KIM (2005)
patenteou uma composi¢cdo contendo extrato de Hovenia dulcis, extrato de
Lindera obtusiloba ou contendo o extrato de mistura das duas plantas como
ingredientes ativos contra hepatotoxicidade e para melhoramento da funcéo
hepética e renal.

Embora a H. dulcis seja muito utilizada na medicina popular chinesa e
tenha varios estudos comprovando sua ag¢do como detoxificante alcodlico,
0S constituintes ativos, as fracfes ativas dos extratos e os mecanismos de
acao ainda sao pouco conhecidos. XU et al. (2003) compararam a atividade
das enzimas alcool desidrogenase (ADH) e aldeido desidrogenase (ALDH)

de fracbes dos extratos de véarias partes da H. dulcis utilizando um
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analisador conhecido por Microplate. Os resultados indicaram que a fracéo
butandlica dos frutos, acetato de etila do caule e o extrato aquoso das folhas
obtidos do extrato hidroalcodlico de cada parte apresentaram elevagdo na
atividade de ADH, enquanto o extrato butandlico e aquoso dos frutos,
aguoso do caule e butandlico e aquoso das folhas elevaram a atividade de
ALDH.

FANG et al. (2007) comprovaram a atividade protetora contra hepatite
crénica, induzida por CCl;, do extrato alcodlico dos frutos de H. dulcis,
administrado em camundongos oralmente, na doses de 0,5 e 1mg/kg. O
extrato promoveu reducdo de AST e ALT, atenuou a formacdo de
metaloproteinases da matriz celular-l (MMP-I) e a expressdo do RNAm de
MMP-III, inibiu a peroxidacdo lipidica, e diminuiu o0s niveis de
malondialdeido, nos rins e no figado, e hidroxiprolina, no figado, em 80% e
73%, para a dose de 0,5g/kg e 78% e 74%, para a dose de 1g/kg,
respectivamente. Foram encontradas, no mesmo estudo, altas taxas de
compostos fendlicos pelo método que utiliza o reagente de Folin-Ciocalteu e
leitura em espectrofotbmetro a 700nm. Verificaram também elevada
atividade antioxidante utilizando o método do DPPH e a relacionaram aos
compostos fendélicos presentes no extrato, principalmente aos flavonoides.

Em outro estudo de isolamento e identificacdo de compostos,
HOGIHARA et al. (1976) apud INOUE et al. (1978) isolaram, por
cromatografia de contracorrente, saponinas do extrato metandlico das
cascas de Hovenia dulcis, que foram denominadas hovenosideos C, D, G,
G e H. O mesmo grupo de pesquisadores definiu posteriormente a

sequéncia de carboidratos das sapogeninas, denominadas jujubogeninas,
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correspondentes as saponinas D, G e [, tendo sido esta ultima isolada neste
estudo (INOUE et al., 1978). O grupo continuou na linha de pesquisa e, em
1981, isolou dez saponinas do extrato metandlico das folhas e identificou as
estruturas de trés novas, denominadas saponinas C2, D e G (KIMURA et al.,
1981). KOBAYASHI et al. (1982) elucidaram estruturalmente glicosideos
triterpendides de saponinas do tipo dammarano e uma lactona
monoidratada, classificada como hovenolactona, da Hovenia dulcis.
HOGIHARA et al. (1987) isolaram sapogeninas e jujubogeninas obtidas da
saponina D das folhas de H. dulcis, por clivagem alcalina da banda
glicosidica. Todos estes estudos utilizaram metodologias de reacdes
guimicas e evidencias espectroscopicas.

Dez glicosideos, de saponinas hovenolactona e jujubogenina, do tipo
dammaranos foram isolados e estruturalmente determinados do extrato
etandlico das folhas frescas de Hovenia dulcis (Thunb. de |-V e var.
Tomentella de VI-X), denominados hodulosideos | - X. Um mM de cada
solucdo contendo um dos glicosideos | ou VII — IX suprimiram
completamente a sensac¢do do sabor doce induzido por 0.2M de sacarose.
Os demais apresentaram propriedade inibitoria da sensacdo doce somente
em maiores concentracdes (YOSHIKAWA et al., 1992, 1993).

SUTTISRI et al. (1995) isolaram mais de 40 compostos triterpendides
de estruturas semelhantes das folhas de Gymnema sylvestre
(Asclepiadaceae), Ziziphus jujuba (Rhamnaceae) e Hovenia dulcis
(Rhamnaceae). A estes compostos, acidos gimnémicos, jujubosaponinas,

hodulosideos, hovenolactonas, glicosideos do tipo dammaranos, dentre
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outros, foram atribuidas atividades modificadoras de sabor, principalmente
inibitérias de sabor doce.

Quatro glicosideos triterpénicos do tipo dammaranos, denominados
hovenidulciosideos Al, A2, B1, and B2 foram isolados e estruturalmente
determinados de Hoveniae Semen Seu Fructus, folhas e frutos de Hovenia
dulcis. A aglicona comum, nos hovenidulciosideos Al e A2, também foi
determinada, a hovenidulcigenina A. Também se identificou hodulosideo Il e
(+)-gallocatequina, ja conhecidos. Atividade anti-histaminica foi atribuida a
todos estes compostos, analisada em células do exsudato peritoneal de
ratos induzidos por alergénicos (48/80 e calcio ionéforo A-23187)
(YOSHIKAWA et al., 1995, 1996).

A fracdo metandlica do extrato aquoso a quente de H. dulcis mostrou
atividade antioxidante e antimicrobiana. Apds sucessivos solventes e
colunas cromatograficas de purificacdo, foram isolados da fracdo metandlica
ativa e identificados, por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), o
acido vanilico e o &cido ferulico, que exibiram atividade antimicrobiana
contra bactérias gram-negativas, gram-positivas e leveduras. O acido
ferulico exerceu maior atividade sequestrante de radicais livres que o &cido
vanilico pelo método do DPPH (CHO et al., 2000).

A fracdo acetato de etila do extrato metandlico das cascas do tronco
de H. dulcis exibiu atividade neuroprotetora (71.3£8.1%) contra
neurotoxicidade induzida por glutamato (5 ug/mL), em células do hipocampo
de camundongos (HT22). Também exibiram atividade antioxidante contra
DPPH, acido 2,2-Azinobis-3-ethilbenzotiozolina-6-sulfonico e radical

superéxido com IC50 (concentracéo da substancia que inibe 50% da reacao)
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nos valores de 18.3, 4.9, e 4.0 ug/mL, respectivamente. Oito compostos
fendlicos foram isolados nesta fracdo e identificados por técnicas de
ressonancia magneética nuclear (RMN): o acido vanilico, o acido ferulico, 3,5-
dihidroxiestilbeno, (+)-aromadendrina, metilvanilato, (-)-catequina, &acido
2,3,4-trihidrobenzoico e (+)-afzelequina. A (-)-catequina e a (+)-afzelequina,
testadas isoladamente, também exibiram atividade neuroprotetora
(78.0+6.0% e 73.0+7.8%, respectivamente). Ambas exerceram atividade
antioxidante e sequestrante de radicais livres, sendo tal atividade sugerida
como mecanismo de acao neuroprotetora. (+)-afzelequina. A (-)-catequina e
a (+)-afzelequina foram isolados e identificados pela primeira vez no género.
(LI et al. 2005).

Em estudo de atividade antineoplasica, desenvolvido por CASTRO et
al. (2002), extratos metandlicos das folhas de H. dulcis, germinadas in vivo e
propagadas in vitro, inibiram o crescimento de todas as linhagens
neoplasicas testadas, sendo elas: SP2/0 (mieloma de camundongo), Neuro-
2A (neuroblastoma de camundongo), J774 (macréfago de camundongo),
P3653 (plasmocitoma de camundongo), BW (timo de camundongo), Erlich
(sarcoma induzido por metil colantreno) e MK2 (células epiteliais de rim de
macaco). No mesmo estudo foi testada também atividade tripanocida,
constatando que o extrato aquoso do fruto e o metandlico das folhas da
plantas germinadas in vivo foram ativos frente ao parasita Trypanossoma
cruzi da cepa Y, com percentual de inibicdo de 95 e 100%, respectivamente.

GADELHA et al. (2005) avaliaram o efeito do extrato metandlico e de
trés fragbes obtidas das folhas de H. dulcis e os resultados demonstraram

que a fracdo diclorometano do extrato metandlico das folhas de H. dulcis
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reduziu em até 93% o crescimento do parasita Giardia lamblia (formas
trofozoitas, cepas P1l) apds tratamento com diferentes concentracées.
Evidenciaram também que a fracdo metandlica, nas doses 1, 10, 50 e
100g/ml, ndo apresentou citotoxicidade detectavel em células mamarias
(IEC-6) ap0s 48 horas de tratamento.

Dentre os varios flavondides encontrados na Hovenia dulcis, o
PROVITAL GROUP (2006) publicou artigo com ensaios in vitro e in vivo que
comprovam a eficacia da dihidromiricetina como agente redutor de celulite
dérmica. Os ensaios in vitro detectaram acdo na adipogénese, lipdlise e
lipogénese. Esta acdo se deve a inibicdo seletiva da atividade da tirosina
quinase por ligacdo a subunidade B dos receptores de membrana nos
adipdcitos. Esta unido desencadeia uma série de reacdes bioquimicas, que
aumentam o transporte da glicose através da membrana e ativam ou
inativam enzimas, podendo causar mudancas nos hiveis de expressao de
Varios genes.

Resultados do ensaio que utilizou técnica de analise de proteinas
Western blot, que determinou a expressao do transportador de glicose GLUT
4, sugerem que dihidromiricetina inibe em 40% a inducdo de GLUT-4 e a
capacidade da célula adiposa de promover adipogénese. A atividade de
tirosina quinase nas subunidades [ dos receptores de membrana é
fundamental para o bloqueio da lipdlise nos adipécitos. Ocorre a fosforilacédo
de diversas proteinas plasmaticas, que culminam numa cascata de reacdes
que finalmente inibem a lipolise. Resultados do ensaio que também utilizou a

técnica de western blot demonstram que a molécula de dihidromiricetina

bloqueia seletivamente a atividade de tirosina quinase na subunidade B dos

41



receptores de membrana e de outras proteinas da cascata de reacoes,
causando consequente ativacdo da lipdlise, aumentando a degradacéo de
triacilglicerdis em 11.7 vezes, formando &cidos graxos e glicerol. A inibicdo
da proteina quinase e de GLUT 4 provoca diminuicdo da captacédo de glicose
pelos adipécitos, inibindo a lipogénese. (PROVITAL GROUP, 2006).

O PROVITAL GROUP (2006) sugere, através de ensaios in vitro, que
a dihidromiricetina atua no metabolismo dos adipdcitos diretamente, por
catabolismo, estimulando a degradacao de lipideos. Em longo prazo, ela age
por bloqueio dos processos anabdlicos: blogueio da lipogénese e inibicdo da
adipogénese. A empresa também realizou estudos in vivo de avaliagcdo da
densidade dérmica, por afericdo dos infiltrados no tecido adiposo da derme
de voluntarios. Concluiram que, apos 28 dias de tratamento, o produto
dermatoldgico testado, a base de dihidromiricetina, causava uma variacao
da densidade da derme de 11,4% com relacdo ao grupo placebo. Estudos
do perfil toxicoldgico foram realizados por técnicas de citotoxicidade, irritacédo
dérmica, sensibilizacdo dérmica, irritacdo ocular e mutagenicidade, sendo
gue os resultados ndo foram estatisticamente significativos.

ZANG et al. (2003) demonstraram que a dihidromiricetina possui
elevada atividade sequestrante do DPPH e inibitoria da peroxidagéo lipidica.
Eles propdem que o mecanismo de acdo antioxidante seja quelante de
Fe2+, atuando no sistema de peroxidacéao lipidica dependente de Fe2+. HE
et al. (2003) corroborou estes resultados testando a inibicdo da peroxidacéo
lipidica, pela dihidromiricetina, no coracao, figado, homogenato de tecido do
cérebro e em mitocondrias. O flavonoide inibiu peroxidacdo lipidica no

homogenato e nas mitocondrias de maneira dose dependente. YOO et al.
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(2005) desenvolveram um novo método de pré-purificacdo de alta pureza e
rendimento para a producdo industrial de dihidromiricetina extraida do
extrato aquoso dos frutos de H. dulcis. Muitos estudos atribuem a
dihidromiricetina e aos outros flavonoides, encontrados também na H. dulcis,
as mesmas atividades encontradas para os extratos da planta. HASE et al.
(1997) encontraram atividade hepatoprotetora dos frutos de H. dulcis, sendo
que o0 extrato metandlico mostrou significativa atividade hepatoprotetora
contra toxicidade induzida por CCl4 em ratos, chamada inducdo quimica, e
por D-GalN/LPS em camundongos, chamada inducdo imunolégica. Os
animais foram tratados com 100mg/kg do extrato, duas vezes na semana,
por uma semana antes da inducéo de toxicidade hepatica. (+)-ampelopsina
(dihidromiricetina) e miricetina foram isolados do extrato metandlico por
metodologia de fracionamento por conducdo da atividade e andlises
quimicas. Os dois flavonodides foram testados quanto a atividade
hepatoprotetora sendo que a atividade foi atribuida a dihidromiricetina uma
vez que a miricetina ndo apresentou atividade hepatoprotetora no
experimento.

REN-BO et al. (2007) descreveram o isolamento e elucidagcdo de
componentes presentes nas fracdes, a partir do extrato etandlico, de
Hoveniae lignum (coracdo do caule de Hovenia dulcis) e verificaram o efeito
citoprotetor contra toxidade induzida por tacrina em células derivadas de
figado humano (Hep G2) e contra toxicidade induzida por ter-butil
hidroperoxido (t-BHP) em hepatdcitos primarios de ratos. Isolaram os
compostos fendlicos: floretina, 5-(4 -hidroxifenil)-y-valerolactona, (-)-

epiafzelechina e maesopsina. A floretina foi hepatoprotetora contra toxidade
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induzida por tacrina em células derivadas de figado humano (Hep G2) com
EC50 de 37,55+0,42 pM. O mesmo composto também reduziu a
citotoxicidade induzida por t-BHP em hepatdcitos primarios de ratos,
diminuindo os niveis de lactato desidrogenase (LDH) e AST.

SHEN et al. (2012) encontraram efeitos antialcodlicos para
dihidromiricetina, isolada de Hovenia dulcis, em modelos animais e
determinaram um importante alvo molecular e mecanismo celular contra
intoxicacdo e dependéncia alcodlica. Demonstraram propriedades
farmacoldgicas de dihidromiricetina consistente com os tratamentos médicos
tradicionais. O estudo mostra que a administracdo oral de 1mg/kg de
dihidromiricetina com alcool ou até 30 minutos antes da ingestdo de alcool
reduziu significativamente o efeito do alcool nos ratos. A dihidromiricetina
bloqueou a ligacdo de neurotransmissores nos receptores GABA, mas nao
agiu na diminuicdo dos niveis de alcool no organismo e os pesquisadores
acreditam que outros compostos da Hovenia dulcis possam ser
responsaveis por esses efeitos. Em outra parte do estudo um grupo de ratos
recebeu “ad libitum”, alcool + dihidromiricetina e agua separadamente nao
mostrando sinais de dependéncia do alcool ao fim do experimento. O grupo
que tinha como escolha somente alcool ou &gua iniciaram uma dependéncia
alcodlica aumentando o consumo de alcool apés 3-4 semanas. Ao introduzir
a mistura alcool + DHM no lugar do alcool a quantidade de consumida foi
diminuida apdés uma semana. Os pesquisadores acreditam que a
dihidromiricetina € um candidato a medicamento contra o alcoolismo através

da prevencao e diminuicdo da dependéncia do alcool.
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ALVARENGA (2008) realizou a prospeccao fitoquimica de acordo
com o roteiro sequencial de MATOS (1997), onde foram utilizadas 30 g das
cascas, folhas e frutos secos para extracdo com etanol 70%. As partes
foram analisadas separadamente. Os testes determinaram presenca de
compostos por meio de reacdes com aparecimento de cor e/ou precipitado.
Cascas, folhas e frutos indicaram a presenca de taninos, catequinas e
saponinas. Bases quaternarias foram positivas ao teste de Drangedorff. As
trés amostras analisadas ndo indicaram a presenca de antocianinas,
antocianidinas e cumarinas. No teste utilizando magnésio em fita e HCI
concentrado, foi observado aparecimento, nos frutos e folhas, e
intensificacdo, nas cascas, de cor vermelha, o que indica a presenca de
flavonais, flavanonas, flavanonois e/ou xantonas, na forma livre ou de seus
heterosidios (MATOS, 1997). Os frutos e folhas indicaram a presenca de
heterosidios cardioténicos pelo teste de Kedde; os frutos e cascas indicaram
a presenca de quinonas, pelo teste de Borntrager. Nas cascas foram
detectadas presenca de chalconas e auronas por hidrélise alcalina, e
alcaléides quando utilizado o reagente de Dragendorff, porém, esse teste foi
negativo quando utilizado os reagentes de Hager e Mayer. Casca, folhas e
frutos apresentaram reacdo positiva a esteroides livres; casca e folhas foram
positivas também para triterpendides pentaciclicos livres. Devido as intensas
coloracbes verdes proprias dos extratos das folhas, dificultando a
visualizacdo da formacdo de cor, alguns testes (quinonas, chalconas e
auronas, antocianinas e antocianidinas) foram considerados negativos para
as folhas (ALVARENGA, 2008). Os resultados dos testes fitoquimicos

realizados estdo resumidos no QUADRO 1.
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BAMPI et al. (2010) pesquisaram a composi¢ao centesimal do fruto da
uva-do-japéo que foi feita com base na matéria seca, sendo os resultados
convertidos para matéria Umida. Os acucares redutores e ndo redutores
foram determinados pelo método de Lane-Eynon, utilizando solucdo de
Fehling (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2005). Dos acUcares totais
encontrados, 19,46g em 100g, o teor de acucares redutores (glicose e
frutose) foi 12,57g em 100g, superior ao teor de acucares nado redutores
(sacarose) 6,899 em 100g.

No mesmo trabalho BAMPI et al. (2010) avaliaram o teor de umidade
do fruto desidratado em estufa a 60°C até peso constante que foi 54,08g em
100g, tendo sido determinado pelo método da secagem em estufa
(105°C+5°C), de acordo com metodologia da AOAC (2007). As cinzas foram
obtidas a partir do principio da incineracdo em mufla a 550°C, até a
obtencéo de peso constante (AOAC, 2007) tendo o teor de cinzas de 2,169
em 100g, valor elevado indicando grandes gquantidades de K, Na, Ca e Mg
nos frutos. A determinacédo de proteina bruta foi realizada pelo método de
Kjeldahl, tendo sido o resultado 3,74g em 100g (AOAC, 2007). O extrato
etéreo ou lipidios totais foram determinados pelo método de extracdo de
Soxhlet, segundo a AOAC (2007) e apresentaram baixo teor de lipidios
(1,42g em 100g). O teor de fibra alimentar total, 12,56g em 100g, foi
determinado pelo método enzimético gravimétrico, segundo AOAC (2007). O
valor caldrico (kcal/100g) foi determinado aplicando os valores de conversao
de ATWATER que considera 4kcal/g para proteinas e acucares totais e
9kcall/g para lipidios (ANDERSON, 1988). Uma vez que o fruto apresentou

um teor de fibra alimentar superior a 3g em 100g, pode ser classificado
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como “fonte de fibras”, de acordo com o estabelecido pela legislagao
brasileira (BRASIL, 1998d). O alto conteudo de fibra alimentar da amostra
estudada também contribuiu para diminuicdo do valor calorico calculado
(105,56g em 100g). O trabalho auxilia no controle de qualidade para
producdo de alimento dos pedunculos (“frutos”) de Hovenia dulcis, com
exclusdo das capsulas e sementes, porém é esperada uma diferenca nos
resultados de outras amostras uma vez que as amostras sao de diferentes

estadios de maturacéo, variedade, época do ano ou mesmo procedéncia.

QUADRO 1: Prospeccao fitoquimica do extrato
hidroalcodlico 70% das cascas, folhas e frutos de
Hovenia dulcis

Prospeccéo Cascas Folhas Frutos
Alcal6ides S @) 0
Antocianidina/antocianina | O S 0
Antranois O @) 0
Auronas ++ S o
Bases quaternarias ++ S S
Catequinas ++ + ++
Chalconas ++ S 0
Cumarinas (@) ) 0
Esterbides dedt ++ ++
Fendis simples +++ +++ +++
Flavonoides ++ ++ ++
Heterosideos cardiotdnicos | O ++ ++
Quinonas ++ S ++
Saponinas +++ +H+
Taninos +++ +++ +++
Triterpenodides ++ ++ 0
Xantonas ++ ++ ++

Forte +++; Médio ++; Fraco +; Ausente 0; suspeito s.

Fonte: adaptado de Alvarenga, 2007.
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O fruto da arvore Hovenia dulcis € uma capsula globosa seca,
formada por trés loculares, contendo as sementes. O pedunculo respectivo €
carnoso e tem coloracdo castanha escura, sendo geralmente chamado
“fruto” (FIGURA 2). E bem consumido pela fauna silvestre e utilizado para
complementar a alimentacdo de suinos e aves (CARVALHO, 1994; BAMPI,

et al. 2010).

09 ® BHYIN
FIGURA 2: Pedunculo (a) + fruto (b), conjunto chamado “fruto”; Folha
(c); Fruto propriamente dito - céapsula globosa (d); galho com
pedunculo, fruto e semente (e); sementes (f).

Fontes:http://www.waterwereld.nu/hoveniaeng.php;
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Hovenia_dulcis_herceg_novi.jpg

KEYLER et al. (2002) determinaram o potencial de toxicidade e
seguranca de um fitopreparado, denominado NPI-028, contendo plantas da
medicina tradicional chinesa, historicamente utilizadas no tratamento da
intoxicacdo alcodlica. O fitopreparado é composto principalmente por
Pueraria lobata e Citrus reticulata, e suplementado com outras cinco plantas,
Panax ginseng, Glycyrrhiza uralensis, Hovenia dulcis, Silybum marianum, e
Stevia rebaudiana. As doses de 0.0, 0.5, 1.0 e 2.0, incorporadas a ragédo dos

animais, foram administradas diariamente em ratos durante treze semanas e
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os efeitos adversos foram analisados. Anormalidades fisicas e
comportamentais foram analisadas durante todo o experimento e ao final
dos trés meses o0s animais foram eutanasiados para andlise sanguinea
quimica (sédio, potassio, cloreto, célcio, fésforo, dioxido de carbono, anion
gap, glicose, colesterol, triglicerideos, ferro, tiroxina, hormonio estimulante
da tiréide (TSH), uréia, creatinina, acido Urico, proteinas totais, albumina,
globulina, bilirrubina total, direta e indireta, AST, ALT e fosfatase alcalina) e
hematolégica e analise histolégica dos 6rgaos (cérebro, coracao, pulmao,
figado, rim, baco, gordura retroperitonial e a musculatura do quadriceps).

Nenhuma anormalidade fisica ou comportamental foi observada nos
ratos durante o0 experimento. Os parametros hematolégicos néo
apresentaram qualquer alteracdo. Na analise histoldégica os 6rgdos néao
apresentaram alteracdo com relacdo ao grupo controle. Lesdes no pulmao e
rins foram mais comuns, porém encontradas tanto nos grupos tratados
guanto no grupo controle, demonstrando que tais lesées sdo comuns em
ratos de laboratorio. Na andlise quimica dos parametros TSH, TG, FA, uréia,
creatinina, proteinas totais e globulina pequenas variacbes foram
encontradas, porém foram distribuidos entre os grupos, tratados e nao
tratado, néo refletindo correlacdo com o tratamento. Os autores relataram
em dado ndo demonstrado que nenhuma toxicidade aguda (administracéo
de dose unica oral de 20,0g/kg) em ratos foi observada. O fitopreparado foi
considerado seguro no tratamento dos ratos no periodo de trés meses
(KEYLER et al., 2002).

Revisando a literatura, ndo foi encontrado nenhum relato acerca de

estudos toxicolégicos da Hovenia dulcis, separadamente. No entanto,
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ALVARENGA (2008) encontrou resposta inflamatoria, ao nivel hematolégico,
com células brancas aumentadas em coelhos diabéticos tratados com
extrato hidroalcodlico dos frutos de Hovenia dulcis e em coelhos com ferida
de pele induzida tratados com gel a base de extrato hidroalcodlico da casca
da mesma planta, sugerindo que 0s animais possam ter apresentado
resposta imunoldgica alérgica ou inflamatéria sistémica. Tal resultado
poderia ser atribuido as varias saponinas e derivados triterpenoides
encontrados principalmente nas cascas, porém estudos mais aprofundados

sao necessarios para qualquer concluséo neste sentido.

3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a toxicidade do extrato hidroalcodlico dos frutos de Hovenia

dulcis (EHF), adotando como protocolo o "GUIA PARA A REALIZACAO DE

ESTUDOS DE TOXICIDADE PRE-CLINICA DE FITOTERAPICOS", da RE

n® 90, de 16 de marco de 2004 (ANEXO 1), utilizando dose Unica e doses

repetidas em ratos.

3.2 Especificos

a) Elaborar uma revisao bibliografica integrativa nos bancos de dados

sobre a Hovenia dulcis e quadros que resumem 0s principais
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compostos metabodlicos isolados e as principais atividades
farmacoldgicas da planta;

b) Preparar o extrato hidroalcodlico seco dos frutos de Hovenia dulcis;

c) Determinar o teor de umidade do extrato preparado (padronizagao);

d) Determinar o teor do flavondide ativo dihidromiricetina no extrato
preparado (padronizacéo);

e) Avaliar a atividade antioxidante do extrato hidroalcodlico seco,
padronizado, dos frutos de Hovenia dulcis;

f) Preparar as formulacdes farmacéuticas, na forma de suspenséo oral
simples, adequada ao tratamento de ratos, em doses pré-
determinadas;

g) Determinar a seguranca, para a formulacéo fitoterapica, através do
teste de toxicidade aguda (de dose Unica) de acordo com a RE n® 90
de 2004 da ANVISA,;

h) Determinar a seguranca, para a formulacdo fitoterapica, através do
teste de toxicidade cronica (de doses repetidas) de acordo com a RE
n° 90 de 2004 da ANVISA;

i) Avaliar os parametros comportamentais, bioquimicos e hematolégicos
dos animais nos experimentos toxicoldgicos, de acordo com a RE n®
90 de 2004 da ANVISA.

j) Avaliar anatomo-histologicamente (macro e microscopicamente) 0s

6rgaos sugeridos na RE n® 90 de 2004 da ANVISA.

4. MATERIAIS E METODOS
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4.1 Etapa Botanica

Os pedunculos contendo os frutos e sementes da Hovenia dulcis
(40Kg), sendo este conjunto denominado “frutos” também neste trabalho,
foram coletados maduros de arvore adulta (FIGURA 3) localizada no
municipio de Perdbes, em Minas Gerais, sob as coordenadas

21°05°38.51°°S e 45°05°24.75°0, em abril de 2010.

FIGURA 3: Arvores de Hovenia dulcis usadas para coleta dos pedunculos
frutiferos, frutos e sementes.
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O material coletado foi lavado, seco a sombra e submetido a
desidratacdo em estufa de ventilacdo forcada, sob temperatura de 40°C, até
estabilizacdo do peso, sendo triturado em liquidificador industrial. O material
com granulometria reduzida foi depositado em erlenmeyers e adicionados de
extrator hidroalcodlico (1:1) em quantidade suficiente para cobrir os frutos. A
cada sete dias o liquido extrator foi filtrado e novo liquido extrator foi
adicionado, processo este realizado até exaustdo do material, conforme
metodologia descrita por SIMOES, 2004. O extrato filtrado dos frutos teve
seu volume reduzido em evaporador rotatério a temperatura controlada até
40°C. O extrato hidroalcodlico, apés remocéo do etanol em rota-evaporador,
foi liofilizado por aproximadamente 72 horas, dando origem a cristais
melados altamente higroscépicos, denominado extrato hidroalcodlico seco
dos frutos de Hovenia dulcis (EHF). O extrato foi imediatamente pesado e
armazenado em frasco plastico opaco com agente dessecante (silica gel) na

tampa.

4.2 Etapa Fitoquimica

Realizou-se uma revisao integrativa na literatura cientifica sobre a
Hovenia dulcis, que foi resumida de em dois quadros (QUADROS 2 e 3)
contendo a classificacdo, o0 nome, a estrutura, a citacao bibliografica dos
componentes encontrados e isolados da planta, a atividade farmacolégica
atribuida a planta, a parte da planta e extrato. Os QUADROS 2 e 3 estdo

apresentados nos resultados.
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Para o levantamento dos artigos na literatura, de 2006 a 2012, rea-
lizou-se uma busca nas bibliotecas digitais pelo portal dos periddicos
CAPES, Google académico (Scholar); nas bases de dados Lilacs, Medline,
SciELO, Elsevier e Springer. Foram utilizados, para busca dos artigos
diversos descritores e suas combinacfes nas linguas portuguesa e inglesa:
“familia  Ramnaceae”, “Hovenia”, “descritor.pdf’, “Hovenia+componente
quimico”, “Hovenia+toxicidade” dentre outros. A busca em base de dados foi
ampla e diversificada, contemplando a procura em bases eletronicas, busca
manual em periodicos, as referéncias descritas nos estudos selecionados, o
contato com pesquisadores e a utilizacdo de material ndo publicado. Foram
incluidos todos os estudos encontrados e tanto a analise quanto a sintese

dos dados extraidos dos artigos foram realizadas de forma descritiva

(SOUZA, 2010).

4.2.1 Determinacdo da atividade antioxidante pelo método do

DPPH

A Determinacédo da atividade antioxidante do EHF, pelo método do
DPPH, radical 1,1-diphenil-2-picrilhidrazil (Sigma-Aldrich®), foi realizada de
acordo com a metodologia adaptada de SINGH, et al. (2002).

Foi determinada, no mesmo ensaio, a atividade antioxidante do
flavonoide dihidromiricetina* (DHM), sabidamente ativo nos extratos de
Hovenia dulcis.

Duas concentracbes de amostra do EHF (200 e 400 ppm), e duas

concentracdes da amostra da DHM (200 e 400 ppm), foram solubilizadas em
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metanol PA (Merck®) e misturadas a 5,0 mL de solugcdo metandlica de
DPPH 0,1 mM. O BHA (Vetec®), butilhidroxianisol conhecido e potente
antioxidante, foi utilizado para comparacao das atividades. Para isso, o BHA
nas concentracdes de 25 e 50 ppm foram misturados a 5,0 mL de solucéo
metandlica de DPPH 0,1 mM. Os tubos foram agitados e a leitura foi
realizada nos tempo 0 e 30 minutos. O controle negativo foi preparado
utilizando-se apenas a solu¢cdo metandlica de DPPH 0,1 mM. O metanol foi
utilizado como branco. As leituras foram realizadas em espectrofotometro
(Femto®) no comprimento de onda de 517 nm, em triplicata.

A porcentagem da atividade antioxidante (% AAT) foi calculada pela
férmula: % AAT = [(Abs controle — Abs amostra) / Abs controle)] x 100
(SINGH, et al., 2002).

* (Myriceline SPE 90®: lote 501435; cédigo do laudo 7531000G;

92,2% de pureza; extraida e concentrada de Myrica cerifera L.).

4.3 Etapa Farmacotécnica

4.3.1 Preparo da formula e forma farmacéutica

Modo de preparo:

O Nipagin e o Nipasol foram solubilizados em &gua destilada. A

solucéo foi aquecida e incorporada a carboximetilcelulose sob agitacédo; o

EHF foi levigado em graal com o propilenoglicol e um pouco de agua

destilada; o gel de carboximetilcelulose foi vertido no graal até fluidificacéo;
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mistura foi transferida para um calice e o volume completado com agua

destilada; ap6s homogeneizacéo, a suspenséo foi embalada e rotulada.

Foérmula da suspenséo:

EHF g.s. (doses)
Propilenoglicol 20%
Nipagin 0.1%
Nipasol 0.05%

Gel de carboximetilcelulose 1% 30%

Agua destilada g.s.p 100%

4.3.2. Padronizacdo do Extrato hidroalcodlico dos frutos de

Hovenia dulcis (EHF)

4.3.2.1 Teor de umidade do EHF

O teor de umidade do EHF foi estabelecido conforme normas oficias
da Farmacopeia Brasileira 4ed., pelo método gravimétrico de determinacao
da perda de umidade por dessecacéo. Foram pesadas em balanca analitica
(modelo Adventurer ™: OHAUS®) céapsulas de vidro contendo 3 amostras
do extrato e colocadas em estufa de ventilacdo forcada a temperatura

controlada de 105 °C. As amostras foram pesadas ap6s duas horas e de
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quatro em quatro horas até estabilizacdo do peso (diferenca menor que

0,5mg/g) (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988).

4.3.2.2 Identificacdo e doseamento do flavonodide

dihidromiricetina (DHM) no EHF

Identificacdo e doseamento da DHM no EHF foi baseada na
metodologia adaptada de SEUNG et al. (2005).

O procedimento foi realizado, em ambiente com temperatura
controlada a 30°C, através da cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC/CLAE), utilizando cromatégrafo liquido Waters Alliance 2695, com
detector Waters UV/is 2996, coluna C18 Waters Symmetry
(150mmx4,6mmx5um) e pré-coluna C18 Waters Symmetry (10 x 3,9-4 um).
Foi utilizada eluicdo por gradiente agua:acetonitrila (Merck®) de 90:10 v/v a
30:70 v/v, com vazao de 1,0 mL/min. O volume de injecdo foi de 50 pL, e o
efluente foi monitorado pelo detector arranjo de diodos - PDA (190-600 nm).
A eluicéo foi controlada por software Waters. Todos os solventes utilizados
foram de alta pureza (padrédo HPLC) e filtrados os solventes organicos em
membrana de politetrafluoretileno (22 pym de poro, 13 mm de diametro
PTFE) e a agua em membrana de éster de celulose (0,22 um de poro, 47
mm de diametro, Millipore) e desaerados em banho de ultra-som (Quimis®).

Para a identificacdo do flavonoide no EHF, o EHF e o padrédo do
flavondide dihidromiricetina (Myriceline SPE 90®) foram solubilizados em

agua:metanol (7:3) gerando amostras em concentracoes de 50,0 e 1,0
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mg/mL, respectivamente. As amostras foram filtradas com filtros RC 0,45 ym
(Sartérious®), diretamente nos vials do aparelho.

Para obtencdo da curva-padrdo de dihidromiricetina preparou-se
solucdo estoque de dihidromiricetina em &agua: metanol (7:3) na
concentracdo 50 ug/mL, a partir da qual, por diluicbes sucessivas, foram
obtidas as concentracdes de 25,0, 12,5; 6,25; 3,125; 1,5625; 0,78125 ug/mL,
todas em triplicata e filtradas com filtros RC 0,45 pym. A curva analitica foi
obtida por regressao linear (area do pico versus concentracdo do padrao),
utilizando-se os seis pontos da solucéo padréo.

Para o doseamento, preparou-se solu¢cdo do EHF em agua: metanol
(7:3) na concentracdo 50,0 mg/mL, em triplicada e procedeu-se a analise
cromatografica, nas mesmas condicdes ja descritas. As areas obtidas foram
substituidas na equacdo da curva analitica, gerando as concentracdes do
flavondide presentes nas trés amostras de extrato. Resultado expresso em

média e desvio padrao.
4.4 Etapa de Estudos pré-clinicos

A metodologia foi realizada de acordo com a RE n®30 de 2004 da
ANVISA (ANEXO 1), adotando-se como protocolo o "GUIA PARA A
REALIZAC}AO DE ESTUDOS DE TOXICIDADE PRE-CLINICA DE

FITOTERAPICOS".

4.4.1. Animais

58



Foram utilizados ratos Wistar, adultos, de ambos os sexos, pesando
em média 200 gramas, todos provenientes do Biotério da Universidade
Federal de Vigcosa e mantidos no Laboratorio Biofarmacos do Departamento
de Bioquimica e Biologia Molecular/UFV, alojados em caixas individuais
climatizadas, com ciclo de 12 horas claro/12 horas escuro, temperatura de
22 + 2° C e umidade 45-65%.

Os ratos foram tratados com agua e racdo comercial balanceada
(Purina®) ad libitum, e permaneceram por 7 dias devidamente alojados para
adaptacdo ao ambiente antes do inicio dos experimentos.

Os seguintes experimentos foram aprovados pela Comisséo de Etica
na experimentacdo animal (CEEA), da Pré-Reitoria de Pesquisa da
Universidade Federal de Juiz de Fora, e estdo de acordo com os Principios
Eticos na Experimentacdo Animal, editados pelo Colégio Brasileiro de

Experimentacdo Animal (COBEA) sob protocolo n® 009/2010 (ANEXO 2).

4.4.2 Experimento 1: Toxicidade de dose Unica (aguda)

Foi avaliada a toxicidade em ratos apds exposicao a uma dose Unica
administrada no primeiro dia do experimento, apés os 7 dias de adaptacao
dos animais. Ratos adultos, com peso médio inicial de 150g as fémeas e
200g os machos.

Foram utilizados 6 ratos machos e 6 ratas fémeas por grupo. E foram
2 grupos (Gl e G2):

e G1 (grupo tratado): Tratados com a suspensdao manipulada

com o EHF na dose de 6 g/kg de peso corporal,
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e G2 (grupo controle): Tratados com o veiculo da suspensao

farmacéutica.

A forma farmacéutica (suspenséao) foi determinada para administracao
oral (gavagem orogastrica) e a dose do G1, que foi 20x a maior dose do
experimento de toxicidade crbnica, sendo a maior dose possivel de ser
administrada em dose Unica.

Sinais de toxicidade incluindo tempo de aparecimento, intensidade,
progressdo e reversibilidade destes sintomas foram observados e
registrados. Foram adotados o0s seguintes parametros: aparéncia geral,
alteracdo da locomocéo, frequéncia respiratoria, roncos e chiados, cianose,
ptose, frénito vocal, irritabilidade, autolimpeza, piloerecéo, diarréia, sialorréia,
lacrimacédo, alteracdo do tébnus muscular, hipnose, convulsGes, ataxia,
excitabilidade do sistema nervoso central, tremores, contor¢cdes abdominais,
miccdo, defecacdo, morte. Os parametros foram avaliados através de
escalas analégicas unipolares variando de 0 a 4 pontos, ou bipolares
variando de 0 a 8 pontos, sendo 4 o valor representante da normalidade
(CRAVEIRO et al., 2008).

Os animais foram observados e tiveram as alteracdes registradas
durante as primeiras 24 horas, nos periodos de 0, 15, 30 e 60 minutos e a
cada 4 horas. Depois do primeiro dia, no qual ocorreu o tratamento, foram
observados diariamente durante 14 dias ap0s administracdo, em periodo
diurno e no mesmo horario. A variacéo de peso e o consumo de racéo foram

aferidos diariamente.
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Ao fim do periodo de observacdo todos os animais foram
eutanasiados e necropsiados. Os 6rgdos nos quais foram observadas
alteracdes nas necropsias foram coletados para analise histopatolégica.

Os procedimentos para eutanasia e tratamento dos 6rgéos coletados

foram idénticos aos explicados no experimento 2.

4.4.3 Experimento 2: Toxicidade de doses repetidas

Foram utilizados 10 machos e 10 fémeas de ratos em idade jovem
adulta para cada uma das 3 doses, e mais 10 machos e 10 fémeas para o
grupo controle (tratado com veiculo inerte da formulacdo), tratados por via
oral (gavagem orogastrica) durante 12 semanas, totalizando 80 ratos.

Foram 4 grupos (G):

e G1: Tratados com a suspensdo manipulada com o EHF na
dose de 100mg/kg de peso corporal;

e (G2: Tratados com a suspensdo manipulada com o EHF na
dose de 200mg/kg de peso corporal;

e (G3: Tratados com a suspensdo manipulada com o EHF na
dose de 300mg/kg de peso corporal;

e G4: Tratados com o veiculo da suspensdo manipulada

(controle).

Durante o experimento foram observados e registrados:
1. Alteracdes comportamentais (diariamente);

2. Variacdo do peso corporeo (semanalmente).
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Ao fim do experimento os animais foram eutanasiados e foi realizado
em todos os animais:

1. Hemograma completo;

2. Andlises bioquimicas do sangue (sodio, potassio, gama-
glutamiltranspeptidase, aminotransferases, fosfatase alcalina,
uréia, creatinina, acido urico, colesterol, triglicerideos, glicose,
proteinas totais e bilirrubina);

3. Exames anatomopatoldgicos (macroscopicos dos 6rgaos);

4. Coleta dos seguintes 6érgédos: figado, rim, pulmao, coracéao,
esbfago, estbmago, intestino, testiculo ou ovario, pancreas e

adrenal.

Os exames histopatologicos foram realizados nos animais tratados
com a maior dose. O material retirado dos animais, de todos oS grupos,
permanecerd em estado de conservagdo, imersos em etanol 70%, por no

minimo cinco anos.

4.4.3.1 Eutanéasia dos animais, coleta do sangue e 6rgdos

Todo o procedimento foi acompanhado pelo médico veterinério Luis
Eugénio Franklin Augusto (CRMV:11169).

Os animais foram eutanasiados em camara de CO;, apos jejum de 12
horas. O sangue de cada animal foi recolhido por puncdo cardiaca, apos
eutanasia, com auxilio de uma seringa de 5 mL. A amostra de sangue de

cada animal foi divida em trés tubos de ensaio separados:
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+ Tubo 1: para andlise da glicose plasmatica, contendo fluoreto
de sédio, que € um estabilizador enzimético (inibidor da
glicdlise) e EDTA (anticoagulante).

« Tubo 2: para hemograma completo, com anticoagulante EDTA.

» Tubo 3: para andlise dos parametros bioquimicos, com ativador
de coéagulo (soro).

Os tubos 1 e 3 foram centrifugados a 7100 x g durante 15 minutos
para obtencdo do plasma e soro. O hemograma completo e as dosagens de
Na e K, por fotbmetro de chamas (B462 — Micronal®), foram realizadas no
laboratorio de analises clinicas do Departamento de Veterinaria da
Universidade Federal de Vicosa (UFV). As amostras sanguineas, apés
homogeneizacdo manual, foram analisadas em contador hematologico
automatico (Human®) para a mensuracdo dos seguintes parametros:
leucdcitos/uL, hemacias/yL, hemoglobina (g/dL), hematdcrito (%), volume
corpuscular médio (fL), hemoglobina corpuscular média (pg), concentracéo
de hemoglobina corpuscular média (%), indice de anisocitose eritrocitaria
(RDW), plaquetas/ uL, plaquetdcrito (%), volume plaquetario médio (fL),
indice de anisocitose plaquetaria (PDW). A dosagem de hemoglobina foi
realizada em espectrofotbmetro modelo E-225D (Celm®). Os leucdcitos
foram contados em camera de Neubauer, e 0 hematdcrito determinado pela
técnica do microhematocrito de SCHALM et al, 1986 (Centrimicro Mod.211;
Fanem®) e a mensuracdo das proteinas plasmaticas por meio de
refratometria (Clinical refratometers no 140, Fuji®) (OLIVEIRA, 2009).

Os demais parametros bioquimicos foram dosados em autoanalisador

multiparamétrico de Bioquimica denominado Alizé, da marca Lisabio [série
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B652]. Métodos de analise: enzimatico colorimétrico ou cinético. Kits
paramétricos: Bioclin®.

Trés machos e trés fémeas de cada grupo foram selecionados, ao
acaso, para terem seus 6rgdos removidos inteiros e aferidos 0s pesos em
balanca (modelo Adventurer ™; OHAUS®).

Pequenos fragmentos dos 6rgaos descritos acima foram coletados de
todos os animais, apos coleta do sangue, e pesagem dos O6rgados quando
selecionado. Os fragmentos dos 6érgdos foram acondicionados em cassetes,
devidamente identificados e mergulhados em solucédo preparada de formol
(Vetec®) a 10%, tamponado, tendo permanecido nesta solucdo por 48
horas.

As laminas foram confeccionadas no laboratorio de histopatologia da
Unido de Ensino Superior de Vicosa (UNIVICOSA - MG), onde as pecas
foram cortadas em tamanho adequado e em seguida procedeu-se as
concentracbes de alcool sequenciais (Vetec®) para desidratacéo,
diafanizacdo com xilol (Merck®) e impregnacdo e inclusdo em parafina
(OMA®) para confec¢do dos blocos. Os blocos foram seccionados em
micrétomo (modelo CUT 4062; Slee Mainz®), em espessuras de 4 um, e as
laminas (OMA®) foram confeccionadas e coradas com HE/hematoxilina e
eosina (SP Labor®), segundo os métodos habituais.

A andlise histopatoldgica das laminas de figado, rim, coracdo e
pulmdo foram qualitativas e quantitativas (histomorfometria) e os demais
orgaos foram analisados qualitativamente, com auxilio de histologista e
histopatologista treinados. A principal finalidade da analise histopatologica foi

avaliar a integridade tecidual dos 6rgdos extirpados. Dentre 0s principais
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parametros investigados estao lesdes celulares reversiveis (degeneracdes)
e irreversiveis (necrose e apoptose), infiltracdo de leucdcitos, hiperemia,
congestao, hemorragia, edema e fibrose (CUNHA et al, 2009).

Para analise morfométrica do figado, rim, pulmdo e coracdo, a
fotodocumentacao foi realizada em software de captura de imagem (Leica
DM5000®), usando ocular de 10x e objetiva de 40x (0,5mm diametro do
campo explorado pela objetiva) associado ao software de analise de
imagens Image Pro-plus 4.5 (Media Cybernetcs®), devidamente calibrado
(area da fotomicrografia: 11,7 x10° um?). Foram capturadas 10 imagens
aleatérias de cada fragmento de 6érgédo, das quais foram selecionadas seis,
para morfometria. Os parametros morfométricos do figado, rim, pulméo e
coracdo foram expressos em densidade de volume (Vv) por contagem do
pontos sobre interseccbes e aplicacdo na formula (MANDARIM-DE-
LACERDA, 2003): Vv (média e desvio padrédo) = PP (estrutura contada) / PT
(total de intersecc¢des).

Os demais 6rgédos, analisados qualitativamente, tiveram as imagens
capturadas no mesmo equipamento com ocular de 10x e objetiva de 40x,
com excecdo do estbmago e intestino dos quais foram capturadas as
imagens com objetiva de 20x.

Para andlise do figado foram contadas interseccdes da grade sobre
ndcleo e citoplasma dos hepatécitos, capilares sinusoides e células
intersticiais (100 interseccdes). Cinquenta ceélulas aleatérias, coincidentes
com cinquenta intersecbes pré-definidas nas imagens (para cada rato),
foram selecionadas para contagem de goticulas de gordura (CRUZ-ORIVE,

1990; MANDARIM-DE-LACERDA, 2003).
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Para analise do rim, na regido cortical foram contadas interseccdes da
grade sobre glomérulo, tabulo, intersticio e vaso; na regido medular foram
contadas interseccdes da grade sobre intersticio, parede de tabulo e luz de
tabulo (72 interseccbes). Foi contado o numero total de glomérulos nas
imagens (n® de glomérulo/area) (CRUZ-ORIVE, 1990; MANDARIM-DE-
LACERDA, 2003).

Para analise do pulméao foram contadas intersecc¢des da grade sobre
septo e espaco aoveolar (300 intersec¢des). Foi medida a area da superficie
do epitélio (24 arcos), contando as intersecc¢des dos arcos sobre superficie
do epitélio. O resultado foi calculado através da férmula (CRUZ-ORIVE,

1990; MANDARIM-DE-LACERDA, 2003; NOVAES et al, 2012):

Sv=2xIl/Lt
Onde:
Sv= densidade da superficie alveolar (mm?/mm?3)

I= nimero de interse¢cbes sobre superficie alveolar
Lt= comprimento do arco (44,9 pum)

Para analise do coracéo foram contadas interseccdes da grade sobre
cardimidcitos, intersticio (célula intersticial e intersticio) e vasos (72
interseccbes). Foram contados os nucleos (em imagem negativa) para
celularidade (células totais/area) e medida a area média da seccao
horizontal dos cardiomiécitos (20 células por animal) (CRUZ-ORIVE, 1990;

MANDARIM-DE-LACERDA, 2003).

4.4.4 Andlises estatisticas
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Para os resultados de peso dos animais, consumo de racao,
hematologia e bioquimica sanguinea as variaveis foram testadas quanto a
sua normalidade pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e quanto a sua
homogeneidade pelo teste de Levene, onde todas as variaveis apresentaram
distribuicdo normal e homogeneidade. Foram aplicados o0s testes
paramétricos teste T de Student para comparar médias de dois grupos
independentes; Andlise de Variancia (ANOVA), seguida do Post Hoc de
Dunnet e Post Hoc de Tukey, para comparar médias dos grupos tratados
com o controle. Para a analise da variacdo do peso durante as semanas,
utilizou-se a Andlise de Variancia (ANOVA) com medidas repetidas.
Considerou-se nivel de significancia de 95% (p <0,05). O software estatistico
utilizado foi o SPSS (Statistical Package for Social Sciences) verséo 17.0.
Para as analises quantitativas do figado, rim, pulmdo e coracdo foram
realizados teste U de Mann-Whitney para ndo paramétricos e comparacao

de dois grupos.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Etapa Botanica

A identificagcdo e exsicata do material botanico estdo depositadas no
herbario José Badini, da Universidade Federal de Ouro Preto, sob registro
OUPR 21003.

O processo de secagem do EHF forneceu um material cristalizado

muito higroscopico, que durante sua retirada do liofilizador ja foi
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incorporando agua do ambiente, adquirindo aspecto de melaco. O material
foi pesado imediatamente, para calculo da dosagem do produto final.

Os 40 quilos de frutos coletados tiveram um rendimento de 50% na
desidratacdo a 40 °C. O rendimento do EHF em relagcdo ao total de fruto
desidratado foi aproximadamente 24%.

BAMPI et al. (2010) avaliaram o teor de umidade do fruto desidratado
em estufa a 60°C até peso constante que foi 54,08g em 100g, tendo sido
determinado pelo método da secagem em estufa (105°C+5°C), de acordo
com metodologia da AOAC (2007).

Os extratos secos sao preparacdes farmacéuticas que tem por
objetivos concentrar as substancias, reduzir as posologias e aumentar o
prazo de validade e conservacao de algumas drogas ou estdo voltadas para
a separacdo dos ativos efetivamente envolvidos nos efeitos terapéuticos,
fracionando-se os extratos, retirando-se ou minimizando-se a presenca de
compostos indesejaveis (MARQUES, 2005). Sdo obtidos pela eliminacéo
total da fase liquida ou pela incorporacdo de solucdo extrativa em matriz
sélida, com posterior secagem (SONAGLIO et al; 2007).

Entre as técnicas comumente empregadas para obtencdo de extratos
secos vegetais a partir de solucbes extrativas ou extratos moles, ha as que
empregam baixa temperatura, como a liofilizacdo e outras que envolvem o
uso do calor, como a secagem em estufas, leito fluidizado e asperséo
(spray-drying) (LIST; SCHIMIDT, 1989).

Os vaérios tipos de secagem podem ser comparados sob os pontos de
vista tecnologico, industrial e econdmico, mas certamente a temperatura de

secagem, o tempo, o custo de operacgao e as caracteristicas do produto final
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sao os parametros determinantes na escolha do método. Ndo ha um método
ideal que combine menor tempo e baixa temperatura, porém, a secagem por
aspersao consome menos tempo, e apesar de utilizar altas temperaturas,
ainda mostra-se viavel para a secagem de produtos termolabeis, pela rapida
exposicao ao calor (LIST; SCHIMIDT, 1989), porém o rendimento € mais
baixo. A técnica de spray-drying tem sido amplamente utilizada na pesquisa
e desenvolvimento de formas farmacéuticas, uma vez que os sélidos obtidos
podem ser incorporados diretamente em formulacbes de comprimidos,
granulados, capsulas, preparacfes semissolidas ou ainda como forma
farmacéutica final. Para obter extratos com maior concentracdo de
constituintes quimicos e melhores caracteristicas tecnoldgicas, esta técnica
vem se destacando na producdo de extratos secos vegetais visando a
aplicacdo na industria de fitoterapicos (AULTON, 2005). Nao foi utilizada,
pois a finalidade nao era forma sélida de medicamento e necessitava-se de

maiores rendimentos para experimentacao em animal.

5.2 Etapa Fitoguimica

O conhecimento prévio das principais classes de componentes
quimicos encontrados nos vegetais é importante, pois pode fornecer uma
relacdo dos seus principais metabdlitos e direcionar a pesquisa em busca de
atividades farmacologicas e toxicologicas. A abordagem fitoquimica, além
de facilitar a escolha do material a ser posteriormente estudado, permite ao

pesquisador a possibilidade de adaptar as técnicas de fracionamento de
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extratos e isolamento e caracterizacdo de substancias puras, de acordo com
a natureza dos constituintes previamente detectados (MATOS,1997).

A revisdo integrativa é um meétodo que proporciona a sintese de
conhecimento e a incorporacdo da aplicabilidade de resultados de estudos
significativos na préatica. E a mais ampla abordagem metodoldgica referente
as revisdes, permitindo a inclusdo de estudos experimentais e nao-experi-
mentais para uma compreensdo completa do fenébmeno analisado. Combina
também dados da literatura tedrica e empirica, além de incorporar um vasto
leque de propdsitos: definicdo de conceitos, revisdo de teorias e evidéncias,
e analise de problemas metodologicos de um topico particular. Diante da
necessidade de assegurar pesquisas embasadas em evidéncias cientificas,
a revisao integrativa tem sido apontada como uma ferramenta impar no
campo da saulde, pois sintetiza as pesquisas disponiveis sobre determinada
tematica e direciona a pratica e as pesquisas futuras fundamentando-se em
conhecimento cientifico (Souza et al., 2010).

A revisdo integrativa realizada sobre a Hovenia dulcis esta

apresentada no item 2.4 e ao longo da discussao desta tese. Os QUADROS

2 e 3 resumem a revisao.

QUADRO 2: Compostos isolados e identificados da Hovenia dulcis

Referéncia Parte da | Classe Nome composto | Estrutura quimica
planta composto
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DING etal.,
1997

sementes

flavondide

Dihidrocanferol

Quercetina

(+)-3,3'5',5,7-
penta-
hidroflavanona
(novo composto)

(+)-
dihidromiricetina
ou (+)-
ampelopsina

Hovenitina I, 11,
11 (novo
composto)

HO

Laricetrina
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YOSHIKAWA | frutose flavonoide Miricetina
etal., 1997 sementes
(+)-galocatequina
(+)-
dihidromiricetina
ou (+)- Idem DING et al. 1997
ampelopsina
(+)-
dihidromiricetina
SHEN et al., X flavonoide ou (+)- Idem DING et al. 1997
2012 ampelopsina
OCH,
OCHz
LEE etal., 2002 | frutos | flavondide | Hovenodulinol | HO O, oH
OH
OH 0O
INOUE et al.,
1978 \ﬁ O‘\/Y
KIMURA et al., <
1981 Ny
KOBAYASHI folhas, varias Ex: Saponina E e HOH,C ~o
etal., 1982 q . H 0 >
HOGIHARA et | cascado | saponinas "
al., 1987 caule e e
YOSHIKAWA cascada | derivados saporin
etal., 1992; raiz de
1993; 1995; triterpendi
SUTTISRlet | | | | memmmemmeeeee saponin €
al., 1995.
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B
0
KAWAI et al., casca da alcaléide Frangulanina (1), g—u’H
1977 raiz peptidico T
TAKAI et al., Hovenina-A (I1) nueﬂ (I} R® = Me
1973 and Hovenina-B Nt tm Y = H
Pl
CHOetal., X COmMposto Acido fertlico idem LI et al. 2005
2000 fendlico
Acido vanilico idem LI et al. 2005
HsCO
Acido vanllic.o HO COOR
(R=H) e metil
vanilato (R=CHj)
H5CO
- . 4—CO0OH
Acido ferdlico HO
OH
3,5-dihidroxi- O N O
estilbeno
OH
HO OH
Lletal., 2005 | cascado | composto _2_’3’4'é0id9 HU‘@*CDUH
caule fenélico trihidrobenzoico
OH
HO 0 @
(+)- ~
aromadendrina OH
OH O
(-)-catequina
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(+)-afzelequina

REN-BO et al.,
2007

coragéo
do caule

composto
fendlico

5-(4°-
hidroxifenil)-y-
valerolactona

(5

(-)-epiafzelequina

Floretina

=
HL _\_\‘ O o .\_\_‘\;\-

QUADRO 3: Atividades farmacoldgicas dos extratos de Hovenia dulcis

Atividade
farmacoldgica

Extrato e/ou fragdo do extrato

Referéncia
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Hipoglicémica e
antidiabética

extrato (ndo especificado)

Jl etal., 2002
DON et al., 2005
JEONG-SANG et al., 2005

extrato das sementes

HIROTAKA et al., 2003

fragdo insolvel do extrato alcodlico dos
frutos

SO0 et al., 2004

fracdo acetate de etila do extrato
metanolico dos frutos

LEE et al., 2005

Desintoxificante
alcodlica e/ou
hepatoprotetora

fracdo do extrato (ndo especificado) e
extrato etandlico seco (triagem clinica em
humanos)

OKUMA et al., 1995

extrato dos frutos (ndo especificado)

CHEN et al., 2006

Jletal., 2001
fracdo insolivel do extrato alcodlico dos NA etal., 2002
frutos
extrato (ndo especificado) KIM, 2007
fracOes de extratos de varias partes XU et al., 2003

extrato alcodlico dos frutos

FANG et al., 2007

fracdo metanolica das sementes e frutos

YOSHIKAWA et al., 1997

extrato metandélico dos frutos

HASE et al., 1997

Hepatoprotetora contra
citotoxicidade in vitro

extrato etandlico do coragdo do caule

REN-BO et al., 2007

Antioxidante

extrato metandlico dos frutos e sua fracéo
acetato de eltila

LEE et al., 2005

extrato alcélico dos frutos

FANG et al., 2007

fracdo metanodlica do extrato aquoso a
quente

CHO etal., 2000

fracdo acetate de etila do extrato
metandlico da casca do caule

LI etal., 2005

Inibidora do sabor
doce ou modificadora
de sabor

extrato etandlico da casca do caule e das
folhas frescas e extrato aquoso das folhas

YOSHIKAWA et al., 1992;
1993.
SUTTISRI et al., 1995.
HUSSAIN et al., 1990
KENNEDY et al., 1988.

Anti-histaminica

glicosideos triterpénicos isolados das
sementes e frutos

YOSHIKAWA et al., 1995;
1996

Antimicrobiana

fracdo metanodlica do extrato aquoso a
quente

CHO etal., 2000

Neuroprotetora

fracdo acetate de etila do extrato
metanolico da casca do caule

LI etal., 2005

Anti-tumoral in vitro

extrato metanolico das folhas jovens

CASTRO et al., 2002

Tripanocida in vitro

extrato aquoso dos frutos e metandlico das
folhas

CASTRO et al., 2002

Antiparasitaria contra
giadiase in vitro

extrato metandlico das folhas e suas
fracOes hexanica, diclometanica e acetate
de etila

GADELHA et al., 2005)
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5.2.1 Determinacao da atividade antioxidante

Esse método consiste em avaliar a capacidade antioxidante via
atividade sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila — DPPH.
O radical DPPH possui coloragéo purpura absorvendo a um comprimento de
onda de aproximadamente 516 nm. Por acdo de um antioxidante ou espécie
radicalar (amostra ou padréo), o DPPH é reduzido formando difenil-picril-
hidrazina, de coloracdo amarela, com consequente desaparecimento da
absorcdo, podendo a mesma ser monitorada pelo decréscimo da
absorbancia. A partir dos resultados obtidos determina-se a porcentagem de
atividade antioxidante ou sequestradora de radicais livres e/ou porcentagem
de DPPH remanescente no meio reacional. A porcentagem de atividade
antioxidante (%AAT) corresponde a quantidade de DPPH consumida pelo
antioxidante (amostra ou padrdo) que pode ser expressa em porcentagem
por comparagdo a um controle ou branco Os radicais livres de DPPH, que
inicialmente apresentam cor roxa por possuirem elétron livre, perdem esta
cor qguando um radical hidrogénio doado por uma molécula antioxidante
entra em ressonancia com a molécula de DPPH, diminuindo-se, assim, a
absorbancia (SOUSA, et al, 2007; BORGES, et al. 2011).

O método do DPPH é muito utilizado para se determinar a atividade
antioxidante em extratos e substancias isoladas como 0s compostos
fendlicos. O DPPH € um radical estavel e com baixa taxa de deterioracéo e
reatividade com a maioria dos compostos. Assim sendo, apenas reagentes

redutores fortes sdo capazes de reagir com estes radicais estaveis em um
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modo estequiométrico. A baixa absorbancia indica atividade sequestrante de
radicais livres (SANTOS et al, 2007).

As porcentagens encontradas de atividade antioxidante, pelo método
do DPPH, para o EHF, DHM e BHA estédo apresentadas na TABELA 3.

O percentual de atividade antioxidante da dihidromiricetina 400 ppm
encontrado foi de 82,53%z=0,68, atividade elevada embora menor que o valor
encontrado no estudo de ZHANG et al. (2003), que foi de 91,5% para a
mesma concentracdo de dihidromiricetina (0,04% ou 400ppm). Porém deve-
se observar que a atividade do BHA néo foi 100% no presente trabalho. A
dihidromiricetina apresentou elevado potencial antioxidante comparado ao
BHA, porém a dose necessaria € mais alta que a dose do BHA.

ZHANG et al. (2003) demonstraram, ainda, que a dihidromiricetina
possui elevada atividade inibitoria da peroxidacao lipidica. Eles prop6em que
0 mecanismo de acdo antioxidante seja quelante de Fe2+, atuando no
sistema de peroxidacéo lipidica dependente de Fe2+.

O EHF apresentou atividade antioxidante, ou sequestrante de radicais
livres, de 23,82%+1,60 na dose de 400ppm. FANG et al. (2007)
determinaram a atividade antioxidante do extrato alcodlico seco dos frutos
de Hovenia dulcis, de acordo com metodologia que determina a quantidade
de antioxidante (amostra e padrdo) necessaria para decrescer a
concentracéo inicial de DPPH em 50%, usando 0,1 mM de metanol (como
controle) ou solugdo de teste. O extrato etandlico dos frutos de H. dulcis
apresentou concentracdo de 0,94 mg/ml. A catequina (padréo) apresentou a
mesma atividade na concentracdo de 5,42 pug / ml. LEE et al. (2005) e FANG

et al. (2007) consideraram a atividade antioxidante do extrato do fruto de
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Hovenia dulcis relevante e atribuiram esta atividade a capacidade elevada
de peroxidacao lipidica do extrato e ao teor elevado de compostos fendlicos

encontrados no mesmo (27.2 yg/mg).

TABELA 3: Porcentagem da atividade antioxidante (DPPH) do EHF, do
flavonoide padréo dihidromiricetina (DHM) e BHA.

AMOSTRAS (ppm) MEDIA + DESVIO PADRAO
EHF (200) 16,65% + 1,94
EHF (400) 23,82% + 1,60
DHM (200) 51,31% + 0,72
DHM (400) 82,53% + 0,68
BHA (25) 40,27% + 1,59
BHA (50) 76,97% + 0,96

Os antioxidantes sdo agentes responsaveis pela inibicdo e reducéo
das lesBes causadas pelos radicais livres nas células. Eles atuam em
diferentes niveis na protecdo dos organismos: impedem a formacdo dos
radicais livres, inibindo as reac6es em cadeia com o ferro e o cobre; sao
capazes de interceptar os radicais livres gerados pelo metabolismo celular
ou por fontes exdgenas, impedindo o ataque sobre os lipidios, os
aminoacidos das proteinas, a ligacdo dupla dos acidos graxos
poliinsaturados e as bases do DNA, evitando a formacéo de lesfes e perda
da integridade celular. Os antioxidantes obtidos da dieta, tais como as
vitaminas C, E e A, os flavondides e os carotenodides, sdo extremamente
importantes na interceptacdo dos radicais livres (BIANCHI; ANTUNES,1999).

A formacédo de radicais livres in vivo ocorre via agédo catalitica de
enzimas, durante os processos de transferéncia de elétrons, que ocorrem no

metabolismo celular e pela exposicdo a fatores exégenos. A concentragéo,
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principalmente de radicais superoxidos e hidroxila, pode elevar-se devido a
maior geracdo intracelular ou pela deficiéncia dos mecanismos
antioxidantes. O desequilibrio entre moléculas oxidantes e antioxidantes,
gue resulta na inducdo de danos celulares pelos radicais livres, é chamado
estresse oxidativo e desempenha papel importante nos mais variados
processos patoldgicos (BIANCHI; ANTUNES, 1999).

Entre os antioxidantes presentes nos vegetais, 0os mais ativos e
frequentemente encontrados sdo os compostos fendlicos, tais como 0s
flavondides. As propriedades benéficas desses compostos podem ser
atribuidas a sua capacidade, dentre outras, de sequestrar os radicais livres

(BIANCHI; ANTUNES, 1999).

5.3 Etapa Farmacotécnica

5.3.1 Preparo da formula e forma farmacéutica

Para o tratamento dos animais nos experimentos da etapa pré-clinica
foi escolhida a forma farmacéutica de suspensao, para administracao oral,
devido ao EHF néo ter sido pulverizado, ndo podendo, portanto, ser
encapsulado, e também por ser mais facilmente administrado por gavagem.
O EHF foi parcialmente insolivel em agua, descartando-se, portanto, a
possibilidade de manipulagcéo de solucdes.

O EHF foi administrado no experimento de toxicidade de doses
repetidas em 3 doses (100, 200 e 300 mg/kg de peso corporal) e no

experimento de dose Unica na dose de 6 g/kg, que foi 20x a maior dose do
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experimento de toxicidade crbnica e a maior dose possivel. Poréem né&o
causou morte dos animais para calculo da DLsp.

A Dose Letal 50% (DLsp) é a dose unica que causa a morte em 50%
dos animais, sendo expressa em peso da substancia teste por unidade de
peso do animal experimental (g/kg). O valor da DL50 é usado como um
indice para a classificacdo toxicologica, fornecendo subsidios para estudos
de avaliacdo de risco da exposicdo humana. Deste modo, este padréao visa a
deteccdo e avaliacdo do potencial toxico, para o homem, de qualquer
substancia ou produto quimico acabado, ao qual possa estar exposto. Por
meio da observacao e quantificacdo do numero de mortes, o valor da DL50 é
calculado apds a administracdo Unica de uma substancia ou produto quimico
por diferentes vias de administracdo em ratos ou camundongos (BIGUETHI
et al., 2004).

As formulagBes foram manipuladas considerando-se o peso médio
inicial dos ratos (150 g) e a menor quantidade possivel de suspensédo a ser
administrada por tratamento (inicialmente 0,5 ml). Com o ganho de peso dos
animais as doses foram calculadas e ajustadas na seringa de tratamento.

As doses do experimento de toxidade em doses repetidas foram
selecionadas levando-se em consideracdo que Jl et al. (2002) utilizaram trés
doses em seu experimento para atividade hipoglicemiante, 50, 100 e 200
mg/kg de peso corporal em camundongos, sendo este o trabalho comparado
aos outros encontrados na literatura o que utilizou as maiores doses do
extrato, sua maior dose foi considerada a dose média para 0os ensaios pré-

clinicos no presente trabalho.
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Nas formulagbes das suspensdes, propilenoglicol foi utilizado para
auxiliar na levigacdo e solubilizacdo do EHF. Nipagin e nipasol foram
utilizados, em minimas concentracdes, como conservantes, somente no
experimento de doses repetidas cuja duracdo foi de 3 meses e a

carboximetilcelulose foi o agente suspensor.

5.3.2. Padronizacdo do Extrato hidroalcodlico dos frutos de

Hovenia dulcis (EHF)

Uma maneira de conferir ao medicamento fitoterdpico qualidade,
eficacia e confiabilidade € a utilizacdo de extratos padronizados. Extratos
padronizados sdo aqueles em que o teor de um ou mais constituintes é
ajustado a valores previamente definidos. O ajuste do teor pode ser obtido
por diluicdo do extrato com o solvente utilizado na extracédo, pela adicdo de
adjuvantes tecnolégicos ou por concentracdo de extratos diluidos
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988).

A utilizacdo de extratos secos padronizados, em que 0s componentes
quimicos do vegetal sdo ajustados em niveis concentrados e conhecidos,
apresenta-se como solugéo para a manutencdo do esquema posoldgico. Os
extratos devem ser produzidos utilizando condi¢cfes definidas de extracao, e
a padronizacgao serve para assegurar lote a lote as especificagbes do teor de
ativos, em relacao aos quais 0s ensaios pré-clinicos e clinicos de seguranca
e eficacia foram estabelecidos e documentados (FERREIRA; LEITE, 2009).

Além disso, as plantas estéo sujeitas as variacdes de sua composicao

quimica como alteragc&o do teor de principios ativos ou surgimento de novas
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substancias devido a diversas variaveis que estdo expostas durante seu
crescimento, sua coleta, secagem, armazenamento e processo de extragao,
0 que justifica a padronizacdo do extrato para posterior producdo do

medicamento fitoterdpico (HOSTETTMANN, et al. 2003).

5.3.2.1 Teor de umidade do EHF

O teor de umidade foi determinado para padronizacdo do extrato e
para contribuir com o estabelecimento de rotinas que facilitem o controle de
qualidade do extrato finalizado. O material obtido no processo de extracéao
foi um mel bastante espesso e foi considerado finalizado (“seco”) uma vez
gue ndo houve possibilidade de retirar mais agua do extrato sem alterar suas
caracteristicas utilizando altas temperaturas.

Cada uma das 3 amostras perdeu 0,4g (X=1,47+0,12) de umidade até
estabilizacdo do peso (as amostras sofreram 4 pesagens), significando que
a perda de umidade por dessecacédo do extrato foi de 21,4%, de acordo com
os resultados apresentados na TABELA 4 e nos célculos demonstrados.

De acordo com a farmacopeia sao considerados extratos moles
agueles que apresentam entre 15 e 20% de umidade. Abaixo deste valor o
extrato pode ser firme se apresentar entre 10 e 15% de umidade e seco se
apresentar entre 5 e 10% de umidade, sendo que acima de 20% o extrato é
considerado liquido (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2000).

Porém, para as finalidades do EHF, este foi considerado seco uma
vez que foi exaurido no referente a perda de agua, para calculo de dosagens

para os estudos farmacologicos e toxicolégicos, sem perda de atividade.
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Uma vez que nao ha monografias oficiais para padronizacdo do extrato de
Hovenia dulcis, foi considerado no presente trabalho o teor de umidade do

EHF padronizado em até 21,4%.

TABELA 4: Determinacao do teor de umidade do EHF: Medida do peso de
cada amostra nos tempos determinados

Amostra (g) Oh 2h 6h 10h 14h 18h
a 1,80 1,54 1,53 1,44 1,41 1,41
b 2,00 1,76 1,71 1,62 1,59 1,59
c 1,80 1,52 1,45 1,41 1,40 1,40

t= Oh: peso da amostra inicial; t=tempo em horas; g = gramas

Média de peso inicial das amostras = 1,87
Média de da perda da umidade = 1,87 — 1,47 = 0,49
Umidade g%= peso da umidade(qg) x 100 = 21,4%

peso da amostra inicial

5.3.2.2 Identificacdo e doseamento do flavondide

dihidromiricetina no EHF

Os perfis do extrato hidroalcodlico seco dos frutos, e da
dihidromiricetina estao caracterizados nos cromatogramas das FIGURAS 4 e
5, respectivamente. De acordo com a FIGURA 4 foi possivel visualizar no
perfil cromatogréfico do EHF o maior pico, no tempo de retencédo ente 6-8

min. O pico da DHM (FIGURA 5), também apresentou tempo de retengéo
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semelhante. O cromatograma da DHM demonstrou acentuada pureza
formando pico unico no tempo de retengéo préximo de 8 min.

O pico A, maior pico do perfil cromatografico do EHF, apresentou
absorcdo em 292,2 nm, no seu espectro UV (FIGURA 6a). Absorcéo idéntica
ocorreu para o pico da DHM (FIGURA 6b). Resultado que confirma a
presenca da DHM no EHF da formulacdo testada nos experimentos pré-
clinicos.

Estes resultados corroboram os apresentados por DING et al. e por
YOSHIKAWA et al.(1997), que encontraram o flavon6ide DHM, dentre
outros, nos frutos e folhas de Hovenia dulcis. ALVARENGA (2008)
demonstrou a presenca da DHM na fracdo acetato de etila da casca do
tronco de H. dulcis.

Para o doseamento da DHM no EHF, a curva-padrdo de
dihidromiricetina gerou a equacédo da reta de regressao linear y = 4E+08x —
117007, R2 = 0,9996 e sua representacao grafica esta na FIGURA 7.

Do calculo da média das areas dos picos de 3 amostras do EHF na
equacdo da reta (y) juntamente com a média das concentracdes das
amostras (x) foi obtido o teor médio de dihidromiricetina de 470,0+12,14
pg/grama de EHF. O teor pode parecer baixo porque nao reflete o teor de
flavondides totais do extrato e sim de um unico flavonéide escolhido.

VEIGA (2008) isolou dois flavondides do extrato etandlico bruto de
Jatropha gossypiifolia L., o pido-roxo, que foram denominados Jgl e Jg2. Na
quantificacdo destes flavondides, por HPLC, as concentracdes encontradas

foram 340 e 406pug/ml do extrato, respectivamente.
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FIGURA 4: Perfil cromatografico do EHF em HPLC
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FIGURA 7: Curva-padrao de dihidromiricetina (x=area; y=concentracao)

N&o foi encontrado na literatura resultado de quantificacdo de um
flavonoide especifico em extratos concentrados de Hovenia dulcis. A
metodologia espectrofotométrica de referéncia usada aqui foi desenvolvida
por SEUNG et al (2005) para isolamento e pré-purificacdo da
dihidromiricetina dos frutos de Hovenia dulcis. Os pesquisadores obtiveram,
no melhor resultado 1,345 mg de DHM, partindo de 16g de biomassa (fruto,
in natura, liofilizado e moido) com 50% de pureza e 71,8% de rendimento.

Muitas das atividades farmacoldgicas encontradas para a Hovenia
dulcis também foram verificadas para o flavondide DHM isolado, como efeito
anticarcinogénico, anti-inflamatério, hepatoprotetor, contra intoxicacéo
alcodlica, antioxidante, antimicrobiano, antihipertensivo, (LI-PING et al.,
2005; SHEN et al. 2012).

YU et al. (2011) desenvolveram uma metodologia que otimizou um
processo ultrassoénico utilizado para extracdo dos flavondides totais do
extrato alcodlico concentrado das sementes de Hovenia dulcis que resultou

em rendimento de 0.819+ 0.003% de flavondides totais.

86



A anadlise do teor dos principais componentes biologicamente ativos
em matérias primas de origem vegetal e de fitoterapicos € uma etapa
essencial para a seguranca e eficacia de sua utilizacdo na elaboracédo de
produtos farmacéuticos. A quantificacdo de substancias ativas em
fitoterapicos ainda é realizada de forma incipiente devido a presenca de um
fitocomplexo ativo nas plantas e seus extratos (WILLIAMSON, 2001). O uso
de extratos padronizados centrados em grupos especificos de principios
ativos visa garantir a homogeneidade quimica do produto lote a lote, para
melhoria da qualidade (CAPASSO et al.,, 2000). Os principios ativos
selecionados para esse processo de ajuste de qualidade devem ser aqueles
gue sdo importantes para as a¢fes biologicas e farmacologicas do produto,
se conhecidos (CALIXTO, 2000).

A gquantificacdo da dihidromiricetina, nesse contexto, foi necessaria
para padronizar o EHF, utilizado em formulacdo farmacéutica para os
experimentos exigidos para registro do fitoterapico. No entanto, de acordo
com a regulamentacao vigente para registro de fitoterapicos, a RDC n® 14 de
2010, ainda ser4d necessaria a validacdo da metodologia por
espectrofotometria capaz de quantificar a dihidromiricetina presente no EHF
e no produto acabado, para que possa ser usada rotineiramente nos
laboratérios de controle de qualidade. No Brasil a RE n® 899, de 2003, traz a
“Guia para validacao de métodos analiticos e bioanaliticos” (BRASIL, 2003;

2010a).

5.4 Etapa de Estudos pré-clinicos
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5.4.1 Experimento 1: Toxicidade de dose Unica (aguda)

5.4.1.1 Anélise comportamental

Os ratos foram numerados de 1 a 24, sendo de 1-6 fémeas do G1
(tratado), de 7-12 fémeas do G2 (controle), de 13-18 machos do G1 e de 19-
24 machos do G2. Uma ficha, contendo o QUADRO 4, de sinais e sintomas
clinicos, foi preenchida para cada animal, contendo também o numero de
identificacdo do rato e um espaco para observacdes gerais e outros sinais e
sintomas que nao constavam no quadro. Toda a avaliacao foi realizada pelo
mesmo observador.

Até 15 minutos apos a administracdo da dose do fitopreparado, todos
0S animais, dos dois grupos apresentaram aumento na atividade de
autolimpeza (anotacdes entre 5-7). A partir dos 30 minutos até 1 hora apos o
tratamento todos apresentaram ligeira diminuicdo da excitabilidade normal
(entre 2 e 3). Estes sinais ndo foram atribuidos ao tratamento uma vez que
0os animais do grupo controle (G2) também os apresentaram, sendo,
portanto atribuidos a manipulacédo dos animais.

Uma hora depois do tratamento o rato 18 (macho e tratado — G1)
apresentou aumento na defecacéo (anotacdo 6), que nao persistiu e sendo
somente um animal ndo foi considerado relevante. Oito horas apés o
tratamento o rato 9 (fémea e controle — G2) apresentou secrecao nasal
transparente que persistiu até 24 horas apos o tratamento, sinal anotado nas

observacoes.
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Nos dois primeiros dias todas as anotacdes foram normais. No
terceiro dia os ratos 4 (fémea; G1) e 13 (macho; G1) apresentaram diarréia
(anotacéo 2). O rato 4 apresentou diarréia até o quarto dia (anotacdo 3) e 0s
ratos 20 e 24 (machos; G2) também apresentaram diarréia no quarto dia,
nao persistente (anotacao 2).

No quinto dia apos o tratamento o rato 15 (macho G1) apresentou
diarréia ndo persistente (anotacdo 3) e o rato 13 (macho; G1) apresentou
diminuicdo na autolimpeza (anotacdo 2), voltando ao normal no sexto dia.
No sexto dia o rato 21 (macho; G2) apresentou diarréia ndo persistente
(anotacao 2) e até o décimo segundo dia todas as anotac¢des foram normais.
No décimo terceiro dia os ratos 22 e 23 (machos; G2) apresentaram diarréia
(anotacdo 2) que ndo persistiu até o ultimo dia. O Gnico sinal que foi
recorrente foi diarréia, analisada pela apresentacdo de sujidades na regido
perianal ou na gaiola. Mas néo foi atribuida ao tratamento uma vez que se
apresentou nos dois grupos em propor¢cdes semelhantes.

N&o houve morte durante os 14 dias de experimento.

5.4.1.2 Andlise ponderal e de consumo de racéo

A evolucéo ponderal didria média dos ratos dos grupos G1 e G2 estdo
apresentadas na TABELA 5, divida em machos e fémeas de cada grupo.
N&o houve diferenca significativa comparando-se o ganho de peso dos
animais machos e fémeas entre os grupos G1 e G2.

A FIGURA 8 (al e a2) mostra a linearidade da evolucao ponderal dos
machos e fémeas, muito semelhantes entre os grupos G1 e G2. O ganho de

peso das fémeas, nos dois grupos, durante 14 dias apos o tratamento foi de
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180 a 215g, aproximadamente, e dos machos de 185 a 255¢,
aproximadamente.

O consumo de racdo diario médio dos ratos dos grupos G1 e G2
estdo apresentados na TABELA 6, divida em machos e fémeas de cada
grupo. Apenas no 9° dia apds o tratamento, o consumo dos machos do G2
foi significativamente maior que o consumo dos machos do grupo G1. Esse
dado néo foi considerado relevante.

A FIGURA 8 (b1 e b2) mostra o consumo médio de racdo dos machos
e fémeas, muito semelhantes entre os grupos G1 e G2. Os graficos do
consumo de racdo de machos e fémeas apresentaram desenho semelhante
variando apenas a quantidade média de racdo diaria sendo superior para 0s
machos.

O ganho de peso semelhante em ambos 0S grupos e sexos e 0
consumo de racdo homogéneo reflete uma comportamento normal e

saudavel dos animais tratados e controles.
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QUADRO 4: Ficha de sinais e sintomas apresentados pelo rato no experimento de toxicidade aguda

Sinais e normal | 0 | 1/4h | 1/2h | 1h | 4h | 8h | 12h | 16h | 20h |1d |2d |[3d |[4d |5d |6d |7d |8d |9d | 10d | 11d | 12d | 13d | 14d
sintomas

Aparéncia 4
geral

Freqliéncia 4
respiratéria

Roncos e 0
chiados

Frénito vocal

Irritabilidade

0
0
Autolimpeza 4
Excitabilidade 4
do SNC

Alteracdo da 4
locomogéo

Alteracdo do 4
tdnus musc.

Ataxia

Piloerecdo

Diarréia

Sialorréia

Lacrimacédo

Hipnose

Tremores

Cianose

Ptose

Convulsédo

O|O|0O|0O|0O|O|Oo|Oo|Oo|o|o

Contorgdes
abdominais

Miccédo 4

Defecagdo 4

Morte

Cddigos: Testes com anotagcdo normal “0”, a intensidade do efeito varia da escala de 1 a 4; Testes com anotagdo normal “4” a intensidade do efeito pode
variar de 0 a 3 quando ocorrer diminuicdo, 4 quando igual ao controle, e de 5 a 8 quando ocorrer aumento. h= hora; d= dia; musc. Muscular
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TABELA 5: Evolucao ponderal média dos ratos (g), dos grupos G1 e G2, de machos e fémeas, durante 14 dias

Fémeas Machos
Gl G2 Valor de p Gl G2 Valor de p
Média + desvio padrao Média + desvio padrdo Média + desvio padrdo Média + desvio padrdo
0 185,266 + 5,020 182,883 + 10,653 0,631 187,250 + 13,712 186,633 + 16,206 0,945
1 187,166 + 5,587 185,550 + 11,657 0,766 191,300 + 13,932 189,866 + 16,589 0,874
2 189,666 + 6,656 187,300 + 09,916 0,638 195,283 + 12,878 193,500 + 16,340 0,838
3 191,816 + 7,485 190,133 + 10,972 0,763 200,166 + 15,917 198,616 + 15,718 0,869
4 193,716 + 6,861 192,383 + 11,059 0,807 207,066 + 14,615 206,133 + 16,122 0,918
5 194,416 + 5,556 196,166 + 11,932 0,751 211,183 + 14,615 210,083 + 15,565 0,901
6 196,766 + 8,093 198,250 + 11,201 0,798 218,883 + 15,791 214,916 + 15,329 0,668
7 198,900 + 7,054 199,883 + 10,854 0,856 221,266 + 16,169 220,200 + 14,230 0,906
8 202,083 + 8,273 203,166 + 12,131 0,860 226,683 + 17,562 227,133 + 13,445 0,961
9 202,183 + 7,753 204,683 + 12,123 0,679 229,866 + 16,085 231,700 + 12,180 0,828
10 204,791 + 8,781 206,766 + 12,065 0,752 236,016 + 17,260 237,008 + 11,149 0,911
11 207,400 + 9,965 208,850 + 12,171 0,826 242,166 + 18,558 242,316 + 10,539 0,987
12 209,283 + 9,328 209,716 + 10,685 0,942 242,366 + 17,810 244,333 + 10,001 0,818
13 211,850 + 8,657 214,333 + 13,025 0,705 249,383 + 18,378 250,400 + 8,513 0,905
14 213,883 + 8,633 214,600 + 13,388 0,914 252,133 + 18,151 254,000 + 8,269 0,823

G1 (ratos tratados com a suspensédo do EHF); G2 (ratos tratados com veiculo — grupo controle)
*p < 0,05 (ndo houve diferenca significativa comparando-se G1 e G2 no mesmo dia)
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TABELA 6: Consumo médio alimentar (g), dos ratos dos grupos G1 e G2, de machos e fémeas, durante 14 dias

Fémeas Machos
Dias Gl G2 Valor de p Gl G2 Valor de p
Média + desvio padréao Média + desvio padréo Média + desvio padréo Média + desvio padréo
1 19,900 + 1,994 19,083 + 1,880 0,482 23,550 + 2,911 21,650 + 4,879 0,432
2 16,216+ 2,349 15,666 + 2,084 0,677 18,433 + 2,313 16,900 + 2,200 0,267
3 17,400 + 2,226 15,433 + 1,890 0,130 20,316 + 2,659 19,000 + 2,636 0,409
4 17,866 + 1,767 17,550 + 1,143 0,720 23,066 + 2,199 21,966 + 1,583 0,344
5 15,000 + 1,069 16,566 + 1,818 0,099 18,950 + 2,258 19,116 + 1,598 0,886
6 17,183 + 1,828 16,816 + 1,900 0,740 22,416 + 2,132 21,633 + 1,139 0,446
7 15,850 + 1,177 17,066 + 1,900 0,212 20,550 + 2,519 22,183 + 0,865 0,164
8 16,066 + 2,876 16,000 + 2,415 0,966 20,350 + 1,770 20,433 + 1,598 0,933
9 15,466 + 2,547 17,083 + 1,943 0,245 20,166 + 1,367 22,533 + 1,658 0,022*
10 17,933 + 3,377 17,983 + 0,832 0,973 22,691 + 2,478 23,425 + 1,809 0,571
11 17,933 + 3,377 17,983 + 0,832 0,973 22,691 + 2,478 23,425 + 1,809 0,571
12 14,600 + 2,204 14,200 + 0,857 0,687 17,716 + 1,103 18,300 + 2,057 0,554
13 17,066 + 1,250 18,383 + 2,207 0,232 21,316 + 1,655 21,650 + 2,335 0,781
14 19,700 + 1,534 19,266 + 2,054 0,688 24,416 + 2,752 25,116 + 1,963 0,623

G1 (ratos tratados com a suspensédo do EHF); G2 (ratos tratados com veiculo — grupo controle)

*p < 0,05 (apenas no 9° dia apds o tratamento, o consumo dos machos do G2 foi significativamente maior que o consumo dos
machos do grupo G1)
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FIGURA 8: Graficos comparativos, entre o G1 e G2, da evolu¢do ponderal média (a) e do consumo médio alimentar (b),
diarios, durante os 14 dias apoés o tratamento para as fémeas (al; bl) e machos (a2; b2).
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5.4.1.3 Andlises histopatoldgicas

Na necropsia apresentaram alteracdes macroscopicas:

Rato 4 (fémea; Gl1 - tratado); Rim esquerdo:
macroscopicamente apresentou pequena mancha na cortical;

Na analise da lamina histologica estava normal.

Rato 5 (fémea; G1 - tratado); Pulmao esquerdo:
macroscopicamente apresentou supuracdo. Na andlise
histopatoldégica apresentou broncopneumonia supurativa,

difusa grave (FIGURA 9).

FIGURA 9: Fotomicrografia do pulméo do rato 5, evidenciando
descaracterizagéo tecidual, com presenca de exsudato purulento,
caracterizado por numerosos neutréfilos, integros e
desintegrados (coloracdo HE, barra = 70um).

Rato 8 (fémea; G2 — controle): Macroscopicamente o pulmao

esquerdo e direito apresentaram supuracdes; Na analise

histopatoldgica apresentou pneumonia intersticial linfocitica,
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com discretos neutrdéfilos, focal, de grau leve a moderado
(FIGURA 10a).

Rato 8 (fémea; G2 — controle): Macroscopicamente o figado
apresentou areas congestas; Na andlise histopatoldgica
apresentou leve degeneracdo gordurosa (esteatose) multifocal
a coalescente com leve dissociacdo de hepatécitos (FIGURA

10b).

FIGURA 10: Fotomicrografia do pulmdo e figado do rato 8; (a) Pulméo
evidenciando espessamento de septo interalveolar por infiltrado inflamatério
predominantemente linfocitico. (b) Figado evidenciado leve vacuolizacdo dos
hepatdcitos, caracterizando esteatose hepética microvacuolar incipiente (coloragédo
HE, barra = 70um).

Rato 9 (fémea; G2 — controle); Figado: macroscopicamente
apresentou areas congestas; Na analise histopatolégica

apresentou auséncia de les@es significativas.

Rato 22 (macho; G2 — controle); Figado: macroscopicamente

apresentou areas congestas; Na andlise histopatoldgica

apresentou auséncia de lesdes significativas.
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As complicacbes pulmonares acometeram duas fémeas, dos 24 ratos,
sendo uma do grupo tratado (G1) e uma do grupo controle (G2); portanto
nao foi atribuido aos efeitos do extrato. Em casos como estes, pneumonias
podem estar relacionadas a falsa via de gavagem ou afecces comumente
encontradas em animais de laboratorio. A maioria dos animais de laboratorio
possui um ou mais sistemas de 6rgdo que sdo acometidos com maior
frequéncia e no caso dos ratos sdo o0 sistema respiratdério e urinario
(LINDSEY et al. 1971).

O figado que apresentou pequenas degeneracfes microscopicas
pertencia ao rato 8 do grupo controle (G2) ndo sendo a degeneracao

atribuida ao tratamento (FIGURA 10b).

5.4.2 Experimento 2: Toxicidade de doses repetidas

Os ratos (10 machos e 10 fémeas por grupo; 3 grupos tratados e 1 grupo
controle) foram numerados de 1 a 80 na ordem a seguir e sendo 0s
primeiros 10 os machos e as ultimas 10 as fémeas em cada grupo:

e dela?20=Gl1 (tratados com 100mg/kg)
e de 21 a40 = G2 (tratados com 200mg/kg)
e de 41 a 60 = G3 (tratados com 300mg/kg)

e de 61 a 80 = G4 (controle; tratado com veiculo da suspenséo)

5.4.2.1 Analise comportamental e ponderal
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As alteragcbes comportamentais foram observadas diariamente
durante o tratamento dos animais, por 12 semanas. A variacdo do peso
corporeo foi aferida semanalmente e os Orgados dos ratos selecionados
aleatoriamente ao final do experimento foram pesados, apos eutanasia.

Os mesmo sinais e sintomas do experimento de toxicidade aguda
foram os parametros observados neste experimento: aparéncia geral,
alteracdo da locomocéo, frequéncia respiratoria, roncos e chiados, cianose,
ptose, frénito vocal, irritabilidade, autolimpeza, piloerecéo, diarréia, sialorréia,
lacrimacédo, alteracdo do tébnus muscular, hipnose, convulsGes, ataxia,
excitabilidade do sistema nervoso central, tremores, contor¢des abdominais,
miccédo, defecacdo e morte. Foram considerados apenas o aparecimento do
sintoma e progressdo sem anotacdo semi-quantitativa por ter sido este um
experimento com maior numero de animais (80 ratos), com maior duracdo
(12 semanas) e com administracdo de doses menores (100, 200 e 300
mg/kg).

Os dados foram anotados em ficha individual. Apatia, emagrecimento,
gueda de pélo, secrecdo nasal, sangue no nariz, leve sibilo, diarréia, foram
verificados eventualmente em alguns animais sem progressao e de forma
dispersa e semelhante nos varios grupos, inclusive o controle (G4).

No segundo dia de tratamento da sexta semana o rato 8 (macho; G1
tratado com menor dose), que perdeu bastante peso da quarta para a quinta
semana, apresentou sangue coagulado nas narinas e nas patas pelo
contato, indicativo de sangramento nasal forte, estava com respiracao
acelerada e sibilante, apatico, tendo sido isolado para observacéo e veio a

Obito no mesmo dia. O diagndstico provavel realizado pelo veterinario foi de
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gavagem por falsa via, devido a morte subita. Nao foi feita a necropsia
porque o rato ja estava em rigor mortis.

O rato 2 (macho; G1 tratado com menor dose) veio apresentando
perda de peso, apatia e sibilo desde a quarta semana de tratamento, que
evoluiu para dificuldade respiratéria e 6bito no segundo dia da décima
semana de tratamento. Nao foi feita a necropsia porque o rato ja estava em
“rigor mortis”.

A morte de dois machos do G1 néo foi relacionada ao tratamento
devido terem ocorrido somente no grupo tratado com a menor dose e por ser
um numero pequeno em 10 machos de um grupo de 20 ratos (G1). Os
sintomas apresentados até o Obito caracterizam falsa via de gavagem ou
afeccdes nao relacionadas ao tratamento.

A evolucdo ponderal semanal média dos ratos dos grupos G1, G2, G3
e G4 (controle) estdo apresentadas na TABELA 7, dividida em machos e
fémeas de cada grupo. Comparando-se o ganho de peso dos animais
machos e fémeas entre os grupos tratados e o controle na mesma semana,
somente apresentou diferenca significativa, o G2 comparado ao G4
(fémeas), na primeira semana, e o0 G1 e G3 comparados ao G4 (fémeas), na
décima primeira semana. Estas diferencas ndo foram consideradas
relevantes uma vez que néo tiveram relacdo dose dependente e apareceram
ocasionalmente. O peso das fémeas evoluiu de aproximadamente 100g a
235g e dos machos de aproximadamente 100g a 340g.

A FIGURA 11 (a e b) demonstra os gréaficos da evolucédo ponderal dos
machos e fémeas, muito semelhantes entre os grupos G1, G2, G3 e G4. O

grafico das fémeas aparece mais inclinado, mostrando que ao fim do
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experimento a variacdo do peso foi menor, comparando-se com a variacao
de peso dos machos, mas essa diferenca ndo foi estatisticamente
significativa. Os machos do G3 apresentaram evolucado ponderal menor que
0S outros grupos, porém essa diferenca também né&o foi estatisticamente
significativa.

Os pesos médios dos orgaos dos 3 machos e 3 fémeas selecionadas
aleatoriamente, de cada grupo, e aferidos durante a coleta de material para
a andlise histopatolégica na eutanasia dos animais estdo apresentados na
TABELA 8. Nao houve variacdes relevantes no peso médio dos érgdos entre
0s grupos e do G1, G2 e G3 comparados ao G4 (controle). Apenas 0 peso
meédio dos intestinos das fémeas do G2 e o peso médio dos testiculos do G2
apresentaram diferenca estatistica quando comparada ao G4. Essas
diferencas ndo foram consideradas relevantes uma vez que somente se
apresentaram no grupo G2, tratado com a dose média, ndo tendo, portanto
relacdo dose dependente.

A FIGURA 12 demonstra os pesos médios de cada 6rgdo em relacao
ao peso médio total dos 6rgaos dos ratos para fémeas (a) e machos (b). O
peso médio total dos érgdos das fémeas foi de 28,09 (G1), 23,59 (G2), 28,59
(G3), 29,59(G4) e dos machos foi de 36,59 (G1), 36,69 (G2), 33,1g (G3),
35,69 (G4). A relacdo do peso médio dos 6rgdos com o peso médio dos
ratos em cada grupo ao final do experimento, quando foram extirpados os
orgaos foi de 12% (G1), 10% (G2), 12% (G3), 12% (G4) para as fémeas e

11% (G1-G4) para os machos.
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TABELA 7: Evolucdo ponderal média dos ratos (g), dos grupos G1,G2, G3 e G4, de machos e fémeas, durante 12 semanas

Peso Fémea Machos

(9) Gl G2 G3 G4 Gl G2 G3 G4
Semana  98,000+7,133  99,100+7,218* 94,646,785 85,400+8,871*  107,600+6,077 102,100+12,404 106,500+5,873 109,300+5,638
Sen%ana 128,250+7,275 124,240+11,266 127,040+8,708  121,580+48,795 144,630+6,734 135,410+15,368 138,490+11,373 142,650+14,405
Serﬁana 148,430+10,043 146,990+14,027 145,470+11,480 142,470+10,033 174,720+13,998 163,460+16,951 168,630+14,481 171,270+19,893
Sens:ana 166,180+13,199 165,670+17,271 158,690+21,137 153,640+19,882 208,440+16,796 193,600+19,464 199,590+18,845 207,450+25,938
Ser:ana 175,270+13,967 173,400+17,086 172,280+11,619 173,320+11,610 217,060+22,624 205,660+20,952 209,120+18,384 220,020+26,621
Sen?ana 184,040+12,278 181,510+18,898 183,920+14,896 181,730+13,932 220,600+33,712 221,050+22,408 221,670+17,914 229,620+23,027
Sen?ana 201,26049,939 197,830+18,713 201,830+13,965 199,790+13,739 241,200+37,712 248,400+20,604 242,370+14,949 253,020+27,135
Sen:ana 204,310410,741 203,380+16,803 208,420+15,993 203,410+15,353 249,400+40,014 258,080+20,380 250,150+14,630 262,350+24,703
Sen?ana 216,54049,404 215,470+19,434 215,840+16,118 217,280+15,132 285,587+18,679 282,660+22,631 262,710+17,001 289,010+27,978
Sen?ana 222,120+11,647 220,720+17,020 220,110+13,948 220,010+12,168 302,625+21,331 295,620+23,162 276,230+15,939 304,270+31,174
Sei](;na 230,490412,99* 229,530+15,966 230,600+15,91* 220,680+28,93* 327,250+16,473 319,410+28,576 294,270+18,698 324,040+32,062
Ser}]}na 233,850+12,433 235,580+16,346 235,820+15,854 238,020+23,535 334,037+18,195 329,050+29,022 306,310+18,956 334,410+33,405

G1, G2 e G3 (ratos tratados com doses crescentes do EHF); G4 (ratos tratados com veiculo — grupo controle);
Valores expressos em média + desvio padrao
*p < 0,05: Semana 1, fémeas G2 e G4: 0,016; Semana 11, fémeas G1 e G4: 0,006; G3 e G4: 0,029
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TABELA 8: Pesos médios dos 6rgaos extirpados dos machos e fémeas de cada grupo, selecionados aleatoriamente.

Peso (g)
Fémeas Machos
Orgaos Gl G2 G3 G4 Gl G2 G3 G4

Figado 7,833+0,814  6,200+0,360 7,500+0,282 7,866+0,351  9,233+0,450 10,300+0,360 9,566+0,901 9,866+0,723

Rins 1,733+1,600 1,600+0,264 2,000+0,282 1,600+0,346 2,266+0,305 2,400+0,173 2,333+0,152 2,266+0,057
Pulmao 1,600+0,173  1,433+0,057 1,850+0,070  1,433+0,057 1,833+0,152 2,000+0,100 2,066+0,305 2,266+ 0,057
Coracéo 0,833+0,321 0,767+0,057 0,850+0,070 0,733+0,115 1,100+0,200 1,066+0,115 0,933+0,057 2,033+ 0,057

Estébmago 1,466+0,115 1,566+0,305 1,450+0,070 1,766+0,152 1,566+0,152 1,700+0,200 1,800+0,200 1,500+0,360
Intestino 12,966+1,955 10,433+1,123* 12,950+0,353 14,3+1,352* 14,600+1,014 13,266+0,642 11,866+0,321 13,100+2,121
Ovérioftesticulo  0,305+0,065 0,334+0,109 0,333+0,152 0,277+0,050 4,466+0,305 4,700+1,135* 3,433+0,057 3,400+0,264*

Pancreas 1,083+0,154 1,002+0,180 1,355+0,077 1,334+0,121  1,243+0,028 1,001+0,209 0,906+0,117 1,046+0,202

Adrenal 0,181+0,038 0,126+0,026 0,193+0,024 0,168+0,097 0,165+0,027 0,165+0,053 0,187+0,036 0,155+0,106

G1, G2 e G3 (ratos tratados com doses crescentes do EHF); G4 (ratos tratados com veiculo — grupo controle);
Valores expressos em média + desvio padréo
*p < 0,05; Intestino, fémeas G2 e G4: 0,030; Testiculo, machos G2 e G4: 0,043.
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5.4.2.2 Anélises hematologicas

O hemograma é um importante aliado dos estudos de toxicidade, pois
o sistema hematopoiético € extremamente sensivel as atividades de agentes
toxicos, principalmente aqueles com potencial mutagénico ou citotéxico,
resultando em alteragcbes qualitativas ou quantitativas, transitorias ou
permanentes e que podem limitar a utilizacdo de farmacos e medicamentos;
alteracdes hematoldégicas podem refletir, também, na atividade imunoldgica
(LIMA et al., 2002).

O hemograma, um exame complementar de diagnostico, se divide em
3 séries: série vermelha (eritrograma), série branca (leucograma) e série
plaguetaria. De maneira geral a série vermelha avalia a presenca de
doencas dos globulos vermelhos, como a anemia, a série branca avalia
processos alérgicos e infecciosos, agudos ou crénicos e a série plaquetéaria
avalia o sistema de coagulacéo primario (THEML et al. 2001).

O eritrograma e a contagem de plaquetas estdo demonstrados na
TABELA 9 e o leucograma na TABELA 10.

O eritrograma pode ser analisado sob trés parametros quantitativos: o
hematdcrito, a concentracdo de hemoglobina e a contagem de heméacias.
Trés indices adicionais permitem descrever caracteristicas qualitativas
médias e incluem: Volume Globular Médio (VGM), a Hemoglobina Globular
Média (HGM) e a Concentracdo Média da Hemoglobina Globular (CHGM).
De acordo com a TABELA 9 estes parametros ndo apresentaram diferenca
estatistica quando comparados 0s grupos tratados com o controle, para

machos e fémeas. As anemias podem ser detectadas na observacdo de
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valores inferiores aos normais do numero de heméacias do sangue circulante
e/ou do seu conteuddo de hemoglobina. A contagem de plaquetas néo
apresentou diferenca estatistica quando comparados o0s grupos tratados
com o controle, para machos e fémeas. Observa-se aumento das plaquetas
(plaquetose) nas respostas as infecgdes, inflamacéo e hemorragia (FAUCI et
al. 1998).

No leucograma diferencas estatisticas significativas foram observadas
somente para os machos, na contagem de leucdcitos e porcentagem de
monaocitos onde G1 apresentou maior niumero comparado ao G4 e o G2
apresentou maior porcentagem de segmentados comparado ao G4, néo
havendo relacdo com a dose do tratamento essas diferencas foram
consideradas eventuais e irrelevantes.

O estudo dos leucocitos baseia-se nos seguintes parametros:
contagem, caracteristicas morfolégicas, proporcdes relativas, maturacao e
modificacdes na inflamacdo. O aumento do nimero de leucécitos designa-se
por leucocitose e resulta, na maioria dos casos, do aumento do nimero de
neutréfilos (neutrofilia), o que ndo ocorreu no presente experimento. As
principais causas de leucocitose sdo: infec¢ao/inflamacéo, traumatismo e
leucemia/linfoma. H& algumas situacdes que sdo acompanhadas pelo
aumento de um tipo especifico de leucécito, pelo que a realizacdo de um
hemograma pode ter particular interesse no seu diagnéstico. Por exemplo,
as infec¢des bacterianas acompanham-se frequentemente de neutrofilia, as
infeccbes virdticas de linfocitose e as infeccOes parasitarias e doencas
alérgicas de eosinofilia, o que n&o ocorreu no presente experimento. No

caso do presente experimento, o aumento dos leucécitos no G1 foi
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acompanhado de aumento de mondcitos, que pode ocorrer em diversas
situagcbes como quimioterapia, infeccdes bacterianas crénicas ou por
protozoarios, mas foi considerado um caso isolado, uma vez que n&o
ocorreu aos outros grupos e, portanto, irrelevante (FAUCI et al. 1998).

O aumento de neutrofilos segmentados no G2 nao refletiu em
aumento significativo dos leucécitos totais, portanto, ndo caracteriza infeccéo
bacteriana, e, uma vez que nao ocorreu aos outros grupos, foi considerado

irrelevante.

5.4.2.3 Andlises bioquimicas

A maior diferenca entre estudos agudos, subcrénicos e crénicos, nos
ensaios de toxicidade, além da duracdo experimental, € o grau com que 0S
animais experimentais sdo avaliados, em nivel fisico, bioquimico,
hematoldgico e histolégico, quanto aos efeitos toxicos produzidos pela
substancia teste (PINTO et al., 2000). Os parametros bioquimicos funcionam
como indicadores dos processos adaptativos do organismo, no metabolismo
energético, protéico e mineral, além de oferecer indicativos na interpretacéo
do funcionamento hepatico, renal, pancreéatico, 6sseo e muscular

(GONZALEZ; SILVA, 2006).
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TABELA 9: Eritrograma e contagem de plaquetas dos grupos G1,G2, G3 e G4, de machos e fémeas, apés as 12 semanas

Exames Fémea Machos
G1 G2 G3 G4 G1 G2 G3 G4
Hemacias 8,9x10° + 8,8x10° + 9,3x10° + 8,4x10° + 9,1x10° + 10,1x10° + 10,4x10° + 97x10° +
(mm®) 0,5x10° 0,4x10° 0,9x10° 0,9x10° 1,0x10° 0,6x10° 0,5x10° 1,8x10°
Hemoglobina 16,2+0,7 16,4 + 0,6 16,5+0,7 16,3+1,2 16,9+0,6 17,3+0,4 16,9+ 0,6 16,6+ 1,0
(grdl)
Hematdcrito 471+22 452+1,9 47,1+3,6 44,5 +4,0 49,3+38 51,9 +3,1 52,2 42,2 48,9 +4,8
(%)
Proteina total 8,2+0,2 8,3+ 0,3 8,2+ 0,3 8,5+ 0,6 8,2+0,4 7,940,3 79+0,3 8,3+0,5
(grdi)
VGM (fl) 52,9+ 2,5 51,5+1,7 47,6+11,0 52,8+1,6 54,4 +26 51,5+0,8 50,1+1,2 50,4+2,4
HMG (pg) 18,2+1,3 18,7+0,1 19,5+4,8 19,4+ 1,0 18,5+1,3 17,1+0,8 16,3+ 0,7 17,3+1,3
CHGM (%) 34,4+1,4 36,3+0,9 33,4+6,0 36,6 +1,3 33,8+1,8 33,3+1,5 32,5+1,1 31,5+85
Plaquetas 729333,3 + 778900, + 803400,0+ 675800,0 + 634876,0 + 7121250 + 742200,0 + 815300,0+
(mm?) 270876,8 66226,0 108075,3 277251,5 78375,4 99814,7 60092,2 89630,

G1, G2 e G3 (ratos tratados com doses crescentes do EHF); G4 (ratos tratados com veiculo — grupo controle);
*p < 0,05 ; valores expresso em média + desvio padrao
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TABELA 10: Leucograma dos grupos G1,G2, G3 e G4, de machos e fémeas, apds as 12 semanas

Exames Fémea Machos
Gl G2 G3 G4 G1 G2 a3 ol
Leuc?fﬁcitos 4422,2+657,2  4370,0+975,3 3350,0+1152,1 3350,0+1660,8 5875,0+1027,8* 4712,5+1208,8 3600,0+836,7 4040,0+779,2
(Ergg?n)éfsilos 62,4+59,2 96,3+ 105,5 47,0+ 43,6 46,7+55,0 121,9+50,6 82,9+109,2 52,2+ 71,1 63,9 +67,4
Cotios bAx LA s2x2.2 1414 1,9+23 21+1,0 1,8+2,0 15+18 1,6+1,6
0
(S?g)jmegwtados 1181,1+396,4 929,3+301,5 730,2+246,2 767,2+353,7 1292,8+422,6 1464,3+592,7 924,0+210,8 830,4+294,4
(Spe/;mn;r?tados 27,3+9,6 21,545,6 22,2+6,3 24,4+11,6 22,4+8,0 31,1+8,4* 26,4+6,3 21,1+6,9
0
(L?n)fécigos 3014,8+762,1  3216,1+855,0 2501,1+1034,8 2461,8+1415,5 4230,0+1103,3 2976,6+732,2 2504,3+822,7 3081,0+823,5
(Lﬁ/r];?)r(:tés 67,4+9,7 73,3+7,7 74,0+7,5 71,6+12,5 71,5+9,9 63,5+5,9 68,6+6,9 75,7+8,2
0
|(\/|/(>(3néci3t05 152,1+102,0 119,2+100,5 58,1+42,8 74,3+80,3 224,0+113,3 152,9+177,7 104,0+69,6 64,4+41,0
E\?/o)?é%t)os 3,6+2,8 2,8+2,3 1,9+1,7 2,1+1,7 3,9+2,2* 3,0+3,2 3,0+2,2 1,6+1,0
%

G1, G2 e G3 (ratos tratados com doses crescentes do EHF); G4 (ratos tratados com veiculo — grupo controle);
valores expresso em média + desvio padréo

*p < 0,05: Leucdcitos, macho G1 e G4: 0,014; Segmentados, macho G2 e G4: 0,009; Monécitos, macho G1 e G4: 0,018
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O figado e os rins séao, geralmente, os 6rgaos ativos na metabolizacéo
e eliminacdo de xenobioticos. Portanto, a analise de parametros bioquimicos
pode ajudar a identificar os 6rgaos alvo de toxicidade e o estado geral de
saude do animal (ALMEIDA et al., 2001 apud PRETTO, 2008).

As médias dos parametros bioquimicos dosados no soro dos ratos
dos grupos G1, G2, G3 e G4 estao apresentados na TABELA 11.

Foi observado que os niveis de uréia e creatinina foram reduzidos em
todos os grupos tratados (G1, G2, G3) com relacdo ao controle (G4) tanto
para 0s machos como para as fémeas, sendo as reducdes estatisticamente
significativas (p< 0,05). Os niveis de acido urico também apresentaram
consideravel reducdo nos grupos tratados com relacdo aos controles,
embora apenas a reducdo do Gl e do G2 das fémeas tenha sido
estatisticamente significativa.

Proveniente do catabolismo protéico, a uréia € um produto metabdlico
nitrogenado sintetizado no figado, como produto final da quebra de
aminodcidos, transportada pelo plasma e eliminada pelos rins, na urina,
compreendendo de 80% a 90% do nitrogénio urinario total excretado nos
mamiferos (KERR, 2003; BUSH, 2004; THRALL, 2007).

A insuficiéncia renal leva a uma falha na excrecao de uréia, creatinina
e acido urico e consequentemente ocorre elevacdo da concentracdo
sorolégica destes parametros (KERR, 2003; BUSH, 2004; THRALL, 2007).

A creatinina € um produto metabdlico formado pela descarboxilacéo
da creatina-fosfato no musculo e, portanto, com relacéo direta com a massa
muscular e metabolismo energético. O catabolismo da creatina é lento e

constante, numa taxa que € proporcional a massa muscular individual,
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ocorrendo um influxo constante de creatinina para o plasma que nédo é
afetado por mudanca na atividade ou lesdo muscular. Portanto, alteracdes
na concentracdo plasmatica da creatinina sdo derivadas de alteracfes na
excrecao dela, na funcéo renal (KERR, 2003; MOTTA, 2003; BUSH, 2004;
THRALL, 2007).

O acido urico € o principal produto do catabolismo das bases
purinicas (adenina e guanina) sendo formado, principalmente no figado, a
partir da xantina, pela acdo da enzima xantina oxidase. Quase todo o &cido
arico no plasma estd na forma de urato monossédico. O teor de urato
encontrado no plasma representa o equilibrio entre a producado e a excrecao
pela urina e fezes. Quase todo o acido Urico excretado pelos glomérulos é
reabsorvido pelos tabulos proximais; pequenas quantidades sdo secretadas
pelos tubulos distais e excretadas na urina. No caso das intoxicacdes 0s
altos niveis de acido Urico plasmatico podem evidenciar diminuicdo da
velocidade de excrecdo por alteracdo da atividade renal, acidoses,
interacfes medicamentosas (MOTTA, 2003).

KIM (2005) patenteou uma composi¢cdo contendo extrato de Hovenia
dulcis, extrato de Lindera obtusiloba ou contendo o extrato de mistura das
duas plantas como ingredientes ativos contra hepatotoxicidade e para
melhoramento da funcdo hepéatica e renal. Ratos tratados com as
formulacbes das plantas tiveram niveis reduzidos de AST, ALT, FA,
bilirrubina total e uréia.

ALVARENGA (2008) mostrou redugao na uréia plasmatica de coelhos
diabéticos, aloxano induzidos, de 4% aos 14 dias de tratamento e 23% aos

28 dias de tratamento com o extrato hidroalcodlico dos frutos de Hovenia
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dulcis na dose de 200mg/kg, comparando-se o grupo tratado com o grupo
doente néo tratado. O tratamento reduziu creatinina plasmatica em 10%, aos
28 dias. O extrato na dose e tempo testados nao foi capaz de reduzir os
niveis de acido Urico, porém o flavonoide dihidrimiricetina na dose de
100mg/kg apresentou significativas reducfes deste parametro (até 38% de
reducao).

Notadamente nas complicagcbes diabéticas, quando ocorrem
desordens renais ou hepaticas, os niveis de uréia, creatinina, acido urico,
dentre outros costumam aumentar (CZERWINSKA et al., 2006).

Sodio e potassio sdo eletrélitos comumente avaliados, sendo ions
livremente difundidos por todo o fluido extracelular. Concentracdes normais
de eletrélitos no plasma sdo necessarias para o funcionamento normal das
funcdes elétricas das membranas e para a manutencdo dos compartimentos
hidricos nos volumes adequados. O excesso de eletrolitos é excretado pelos
rins e intestino. Problemas hidroeletroliticos estdo associados com perdas
anormais de liquidos e € a quantidade e a composicao do liquido que esta
sendo perdido que determinard a anormalidade eletrolitica. Concentracdes
plasmaticas eletroliticas elevadas resultam de perdas excessivas de agua
livre de eletrdlitos. Concentracbes plasméticas eletroliticas baixas resultam
de perda excessiva de liquido com alta concentracdo de eletrélitos (KERR,
2003; BUSH, 2004; THRALL, 2007).

De acordo com a TABELA 11 apresentaram aumento dos niveis
sorologicos de sodio, estatisticamente significativo, os machos do G1 e do
G2 comparados ao G4. Essa diferenca ndo aconteceu no G3 e em nenhum

grupo das fémeas, nédo sendo, portanto atribuida ao tratamento.
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O sobdio € um cation presente em grande quantidade no liquido
extracelular. Suas variacdes, seja por reducdo (hiponatremia) ou por
aumento (hipernatremia), provocam também alteracdes na osmolalidade
sérica e consequentemente nos volumes dos compartimentos hidricos
corporais. Niveis baixos de sédio no plasma, por perda de liquido rico em
sédio, como acontece na insuficiéncia renal, resultam em alteracGes
neuroldgicas que vao desde fraqueza muscular a alteracbes de
comportamento, distarbios de equilibrio e coma (KERR, 2003; BUSH, 2004;
THRALL, 2007).

Os niveis soroldgicos de potassio, de acordo com a TABELA 11, ndo
apresentaram diferenca significativa entre os grupos tratados comparados
ao controle para machos e fémeas, com excecdo do G2 das fémeas que
apresentou diminuicéo significativa comparada ao G4.

O potassio, presente em grandes concentracbes no espaco
intracelular, tem grande importancia na manutencéo do equilibrio eletrolitico
transmembrana celular. Suas concentracfes sdo muito baixas nos fluidos
extracelulares, estando menos relacionado ao balanco hidrico do que sédio
e a maioria dos distarbios tende a ocorrer diretamente em funcédo de perdas
excessivas ou auséncia de excre¢do do potassio nos rins. As variagdes em
suas concentragdes prejudicam a capacidade de contracdo muscular, tanto
da musculatura lisa quanto da estriada. Niveis muito baixos sdo associados
a sintomas neuromusculares. AlteracOes eletrocardiograficas e sintomas
neuromusculares também sdo encontrados na hipercalemia que quase
sempre esta relacionada com a incapacidade dos rins em excretar potassio

(ex: na nefrotoxicidade). A presenca de hemolise na amostra sanguinea
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coletada aumenta sensivelmente o nivel de potassio, podendo mascarar o
resultado. InUmeras drogas interferem sobre o potassio, aumentando ou
diminuindo os seus niveis (KERR, 2003; BUSH, 2004; THRALL, 2007).

O plasma contém uma mistura de proteinas contendo albumina,
globulinas, enzimas, proteinas especificas de transporte, hormoénios
protéicos e fatores de coagulacdo. Sua dosagem fornece um bom parametro
para a avaliacdo do estado nutricional e para a presenca de doencas
sistémicas severas. O aumento na concentracdo de proteinas totais pode
significar deficiéncia relativa de agua, doenca inflamatoria cronica e doenca
imunomediada, por aumento na fracdo de globulinas (Ex: cirrose do figado,
doencas bacterianas subagudas ou crénicas e doenca auto-imune) ou mais
raramente paraproteinemia. (KERR, 2003; BUSH, 2004; THRALL, 2007).

De acordo com a TABELA 11 todos os grupos tratados (G1, G2 e G3)
apresentaram diminuicdo dos niveis sorologicos de proteinas totais,
estatisticamente significativos, comparados ao G4, para machos e fémeas.

A diminuicdo da concentracdo de proteinas totais e/ou de albumina
pode ser encontrada em condi¢des de superidratacdo, embora incomum; por
perda excessiva de proteina (principalmente hipoalbuminemia) que pode ser
por perda renal (nefropatias), intestinal (enteropatias), hemorragias,
queimaduras e por diminuicdo da sintese de proteinas (principalmente, no
caso de animais experimentais, por insuficiéncia hepatica) (KERR, 2003;
BUSH, 2004; THRALL, 2007). No presente trabalho, a diminuicdo das
proteinas plasmaticas nao foi associada a diminuicdo patolégica da sintese
protéica pelo figado uma vez que a histologia do figado apresentou-se

normal, porém a reducdo numerica das principais enzimas do figado (dado
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discutido posteriormente) pode, na sua soma, ter contribuido para a reducéo
significativa das proteinas totais. A reducdo das proteinas plasmaticas néo
foi associada a perda protéica uma vez que 0sS animais nao apresentaram
sinais e sintomas relativos a doenca renal, que estaria em grau avancado
para causar proteinaria, como anemia, desnutricdo, desidratacdo e
principalmente edema. Além disso, a histologia renal apresentou-se normal.

Os farmacos sao distribuidos aos varios locais e seus metabdlitos
eliminados do organismo através da corrente sangiinea. No inicio a
substancia ativa € transportada rapidamente para os tecidos de alto fluxo
sanguineo (cérebro, figado e rins) e posteriormente redistribuida para
tecidos de baixo fluxo sangiineo, mas de alta afinidade pelo farmaco
(musculos e gordura). Estas substancias ativas se ligam particularmente a
albumina, aos tecidos, as proteinas plasméaticas e aos receptores. Essa
ligacdo constitui fator muito importante na determinacdo da intensidade e da
duracdo do efeito do medicamento, bem como um local freqliente de
interacdo (MOTA, 2003). A fracao do farmaco ligada a proteina pode ser alta
o suficiente para causar diminuicdo da concentracdo de proteinas
plasmaticas livres, que sdo detectadas no doseamento plasméatico ou
sorolégico, por aumento do volume de distribuicdo. A mensuracdo das
proteinas plasmaticas por meio de refratometria apresentada junto ao
eritrograma (TABELA 9) ndo apresentou diferenca estatistica dos animais
tratados em relacéo aos controles.

A concentracdo plasmatica de glicose adequadamente alta é
essencial para o funcionamento normal do cérebro. O organismo utiliza vias

diferentes elaboradas para garantir a manutencdo da glicemia e,

115



dependendo do estado atual do metabolismo dos carboidratos, a glicose
pode ser originada de uma ou mais fontes. Normalmente o glucagon e o
horménio de crescimento (GH) sdo os responsaveis pela manutencdo dos
niveis adequados de glicose, enquanto em estados anormais, como jejum ou
estresse, os glicocorticoides e a epinefrina sdo particularmente importantes.
O principal agente diminuidor da concentracdo de glicose é a insulina.
Interessante € que a hiperglicemia, que em curto prazo € menos perigosa
para o animal, € muito mais comum e tem varias causas, enquanto a
hipoglicemia (que é potencialmente ameacadora a vida de forma imediata) é
incomum (GUYTON; HALL, 2002; KERR, 2003; BUSH, 2004; THRALL,
2007). Carboidratos sdo 0s maiores constituintes no metabolismo dos
animais e agentes toxicos podem provocar mudancas no metabolismo
destas moléculas como estimulacdo da sintese ou da quebra (CATTANI et
al., 1996).

De acordo com a TABELA 11 apresentaram aumento dos niveis
sorologicos de glicose, estatisticamente significativo, os machos e as fémeas
do G1 comparados ao G4. Essa diferenca ndo aconteceu no G2 e G3, ndo
sendo esse aumento dose dependente e, portanto ndo foi atribuido ao
tratamento. Os dados colhidos através dos niveis de glicose apresentaram
alteracbes discretas sem  significancia clinica, ndo indicando
comprometimento sistémico. Apesar da ingestdo do EHF com elevado teor
de acucares, a glicemia dos animais tratados foi mantida normal ao final das
12 semanas de tratamento. Deve-se considerar que a planta Hovenia dulcis
parece exercer acao hipoglicemiante, dose-dependente, em modelos

animais hiperglicémicos (JI et al., 2002; HIROTAKA et al., 2003; SOO et al.,
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2004; DON et al. 2005; JEONG-SANG et al., 2005; LEE et al., 2005).
Estudos dos acUcares presentes na planta apontam para presenca maior de
acucares redutores e nado absorviveis com propriedades adocantes
dietéticas (HUSSAIN et al. 1990; YOSHIKAWA et al., 1992, 1993; SUTTISRI
et al., 1995; KENNEDY et al., 1988; BAMPI et al. 2010).

O estudo e a dosagem dos lipidios plasmaticos possuem elevado
interesse clinico, devido as doencas relacionadas, como a doenca arterial
aterosclerotica. Alteracdes no perfil lipidico podem ser diagnosticadas por
uma simples interpretacdo dos niveis de colesterol total e de triacilglicerdis,
associados a avaliacdo do aspecto do plasma apds refrigeracdo, o que
permite evidenciar lipemia por opalescéncia suspensa causada pela
presenca de triacilglicerdis ou opalescéncia no topo por presenca de
quilomicrons. A hipercolesterolemia, nos animais, pode indicar doenca
hepatica ou biliar, sindrome nefrética, diabetes mellitus, enquanto a
hipocolesterolemia pode estar associada, algumas vezes, a disfuncéo
hepatica grave. A elevacao dos triacilglicerdis, concomitante com niveis de
colesterol elevados, € considerada fator de risco para doenca arterial
aterosclerotica e pode ser indicativo de doenca renal. Valores altos também
sdo detectados no diabetes mellitus, na sindrome nefrética, na pancreatite,
em doengas coronarianas e na arteriosclerose. Os triacilgliceréis também
podem elevar-se em consequéncia do uso de certos medicamentos, como a
prednisona (LIMA, 2002; MOTTA, 2003; KERR, 2003; MATOS; MARTINS
2005; THRALL, 2007).

Opalescencia foi encontrada nas amostras plasmaticas de 2 machos

e 1 fémea do G1. De acordo com a TABELA 11 os niveis de colesterol nao
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apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre 0s grupos
tratados (G1, G2 e G3) comparados aos controles (G4) dos machos e
fémeas. Os niveis de triacilglicerdis apresentaram aumento, estatisticamente
significativos, para o G1 de macho e de fémeas comparados ao G4. Este
resultado pode estar relacionado com as amostras opalescentes
encontradas, que ndo foram excluidas e apareceu isoladamente, sem
relacdo dose dependente, sem aumento concomitante do colesterol, ndo
sendo atribuido ao tratamento.

KIM (2001) investigou o efeito hepatoprotetor da Hovenia dulcis em
ratos intoxicados com CCl, e seis dias apdés o tratamento com a fracdo
cloroférmica do extrato de Hovenia dulcis observou reducéo significativa da
atividade das aminotransferases e dos niveis de triacilgliceréis, colesterol e
peroxidacdo lipidica hepatica comparado ao grupo doente nédo tratado.
Adicionalmente encontrou aumento do conteudo de glutationa e atividade de
glutationa S-transferase, considerada uma das principais enzimas
destoxicantes, desempenha papel fisiolégico na iniciacdo da destoxicacéo
de potenciais agentes alquilantes, incluindo compostos farmacologicamente
ativos, gerados intracelularmente ou encontrados na forma de xenobiéticos.

As aminotransferases (AST e ALT), a gama-glutamil transpeptidase
(GGT), a bhilirrubina (direta, indireta e total) e a fosfatase alcalina (FA)
representam o hepatograma simples, para pacientes sem historico de
doencas hepaticas. Sdo exames de rastreio para se identificar alguma
doenca oculta do figado e/ou das vias biliares e no caso dos ensaios de
toxicidade séo utilizados para acompanhar as fungdes hepaticas a fim de se

detectar alteracdes hepatoldgicas que podem significar hepatotoxicidade.
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AST e ALT séo enzimas presentes, principalmente nos hepatécitos, sendo
responsaveis pela metabolizacdo das proteinas, tanto na sintese como na
degradacdo de aminoacidos (NELSON; COX, 2006).

A AST estd presente nos hepatdcitos e também nas células dos
muasculos e do coragcdo, enquanto que a ALT € encontrada quase que
somente dentro das células do figado. A ALT é, portanto, muito mais
especifica para o figado que a AST. Doencas do figado, que causem leséo
dos hepatdcitos, cursam com niveis sanguineos elevados de AST e ALT.
Casos onde apenas a AST se eleva, permanecendo a ALT em niveis
normais, podem indicar lesdo no coracdo ou outro musculo (LIMA, 1985;
GUYTON; HALL, 2002; NELSON; COX, 2006; BUSH, 2004; THRALL, 2007).

As principais doencas humanas que causam elevacdo das
transaminases sao: hepatites virais, cirrose, esteatose hepatica, abuso de
bebidas alcodlicas, lesdo hepatica por drogas e medicamentos (denominada
hepatite medicamentosa), insuficiéncia cardiaca, isquemia do figado
(hepatite isquémica) e cancer do figado. As intoxicacdes medicamentosas e
as hepatites isquémicas geralmente elevam acentuadamente os niveis das
transaminases (LIMA, 2002; MOTTA, 2003; MATOS; MARTINS 2005).

A fosfatase alcalina e a Gama GT sao enzimas que se elevam quando
h& lesdo das vias biliares. O figado produz a bile, que é drenada pelas vias
biliares. Porém, a GGT e a FA ndo séo tao especificas para as vias biliares
quanto a AST e, principalmente, a ALT s&o para o figado. Doencas do figado
que causem lesdo das vias biliares intra-hepaticas podem implicar na

elevacdo da AST, ALT e também de GGT e FA. Do mesmo modo,
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obstrucdes das vias biliares que causem lesdo do figado também podem
implicar em elevacao das quatro enzimas (THRALL, 2007).

De acordo com a TABELA 11 os grupos G1 e G3, das fémeas
apresentaram diferenca estatistica dos niveis de AST com relacdo ao G4,
porém estes niveis apresentaram diminuicdo, ndo estando, portanto,
relacionadas com lesdes. Os niveis de AST, ALT e FA apresentaram
diminuicdo, embora n&o significativa, em todos os grupos de fémeas
tratados e em grupos isolados dos machos tratados. A GGT permaneceu
dentro dos limites normais para todos 0S grupos, ndo apresentando
diferencas estatisticas significativas. Outros autores apontam para a
influéncia da planta Hovenia dulcis, que parece exercer atividade
hepatoprotetora, detoxificante alcodlica, demonstrados em experimentos
através da reducédo destes parametros e da andlise histopatoldgica do figado
(OKUMA et al., 1995; HASE et al., 1997; YOSHIKAWA et al., 1997; JI et al.,
2001; NA, et al., 2002; XU et al., 2003; CHEN et al., 2006; KIM, 2007; FANG
et al., 2007).

HASE et al. (1997) induziram lesdo hepética em ratos com CCl, e D-
GALN/LPS ap6s o tratamento com extratos da planta por sete dias. Os
niveis de AST e ALT, dosados no soro dos ratos, no grupo doente nao
tratado, induzido por CCl4, foram 933 e 730 U/l, 24 horas apés inducéo,
respectivamente. No grupo tratado com o extrato metandlico dos frutos de
Hovenia dulcis os niveis foram de 311 e 175 U/l, para AST e ALT
respectivamente. Os niveis de ALT dosados no soro dos ratos, no grupo
doente néo tratado, induzido por D-GALN/LPS foi 2535 U/l, ja no grupo

tratado com o extrato metandlico dos frutos de Hovenia dulcis foi 661U/, oito
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horas apods a inducdo. Houve também reducdo da mortalidade no grupo
tratado, que foi de 27,2% comparada com o grupo controle, que foi de
63,6%. Esses resultados demonstram efeito protetor significativo da planta
contra lesédo hepatica.

FANG et al. (2007) examinaram o efeito do extrato etandlico dos
frutos de Hovenia dulcis em hepatite cronica induzida por CCl4 em
camundongos. Neste trabalho os animais receberam o tratamento durante o
mesmo periodo de indugdo, por 9 semanas. A atividade de AST e ALT
plasmatica foi significativamente reduzida nos camundongos tratados com o
extrato, comparados ao grupo nao tratado.

As bilirrubinas sdo subproduto da quebra da molécula heme da
hemoglobina. Cerca de 70% a 80% da bilirrubina sédo provenientes da
destruicdo dos eritrocitos velhos, 15% de fontes hepaticas, e o restante é
proveniente da destruicdo de hemacias defeituosas na medula O6ssea. A
bilirrubina, por ser insolavel, circula no plasma sob a forma ndo-conjugada
ligada a albumina, chegando aos sinusoides hepaticos, via sistema
mononuclear fagocitario e apds conjugacdo com acido glicurbnico, se
transforma em bilirrubina conjugada. A fracdo conjugada € hidrossoluvel e
desta forma pode ser eliminada pelo rim. A bilirrubina conjugada é
denominada bilirrubina “direta”. A bilirrubina ndo-conjugada é chamada
“‘indireta” e é calculada por subtracdo da bilirrubina direta na total. Quando o
valor sanguineo da bilirrubina total esta elevado o paciente pode apresentar
ictericia, a manifestacao clinica da deposicdo de bilirrubina na pele. Nos
quadros de hiperbilirrubinemia, a investigacdo diagnostica deve abordar o

hemograma para doenca hemolitica e outros testes de funcao hepatica para
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suspeitas de quadros hepatobiliares (GUYTON; HALL, 2002; KERR, 2003;
MOTTA, 2003; BUSH, 2004; THRALL, 2007).

De acordo com a TABELA 11 os niveis de bilirrubina total e direta ndo
apresentaram diferencas estatisticamente significativas para nenhum dos
grupos tratados (G1, G2 e G3) com relacdo aos grupos controles (G4), tanto
para 0 macho quanto para as fémeas.

O grau de seguranca no uso de drogas sO pode ser avaliado quando
se analisa uma série de fatores, relacionados ndo somente com as
propriedades fisicas, quimicas e farmacodindmicas das drogas, mas
também com as caracteristicas biolégicas dos individuos. Apesar da analise
de todos estes fatores é ainda impossivel o estabelecimento completo do
grau de seguranca das drogas. Todos o0s processos bioldgicos se
fundamentam em reacdes quimicas. Se um sistema enzimatico é alterado
por uma droga téxica sua funcdo pode ser bloqueada, acelerada ou
retardada. Durante os testes de toxicidade os animais ou humanos usados
nos estudos devem ser observados quanto as alteracbes fisicas e
comportamentais, e analisados quantos aos parametros bioquimicos e
hematoldgicos periodicamente. A interpretacdo dos resultados é especifica
para cada constituinte em particular, mas existem principios basicos e

associacdes que devem ser seguidas (KERR, 2003).

5.4.2.4 Andlises histopatoldgicas

Qualitativamente, figado, rim, coracdo, pulméo, es6fago, estdmago,

intestino, pancreas, adrenal e testiculo ou ovario foram analisados quanto a
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presenca de lesbes celulares reversiveis (degeneracdes) e irreversiveis
(necrose), infiltracdo de leucécitos (focos inflamatdrios), hiperemia,
congestdo, extravasamento de sangue (focos hemorragicos), edema e

fibrose.

5.4.2.4.1 Figado

Hepatotoxicidade pode ser classificada em aguda ou crbnica. Podem
ser encontrados variados graus de necrose, principalmente no centro do
I6bulo hepatico. Os hepatdcitos podem apresentar vacuolizacées, com o
nacleo ligeiramente deslocado do centro ou completamente periférico,
caracterizando degeneracdo hidropica e/ou gordurosa (esteatose)
(BARROS, 2011).

Hemorragias também podem ser encontradas. Em lesbes
hepatotoxicas cronicas, outros padrbes de lesdes podem estar presentes,
como hepatite, graus variados de necrose, esteatose, fibrose, proliferacdo de
ductos biliares, colangite, colangiofibrose, megalocitose, e em alguns casos,
processos neoplasicos (BARROS, 2011).

Quanto ao figado, de maneira geral, tanto o grupo G3 (tratado com a
maior dose; FIGURA 13a) quanto o G4 (controle; FIGURA 13b)
apresentaram hepatocitos bem delimitados, ndcleo com cromatina visivel,
ductulos biliares e veias centro lobulares caracteristicas, auséncia de
infiltrados inflamatdrios, auséncia de fibrose e auséncia de vacuolizacdo

citoplasmatica por esteatose.
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TABELA 11: Parametros bioquimicos plasmaticos dos grupos G1,G2, G3 e G4, de machos e fémeas, apés as 12 semanas

Parametros Fémeas Machos

bioquimicos Gl G2 G3 G4 Gl G2 G3 G4
Uréia (mg/dl) 65,2+15,4* 75,2+14,6* 73,9+12,0* 95,5+ 17,0 66,0 +7,6 59,345,2* 60,7 + 6,3* 80,0 +8,3
(;reatinina (mgy/dl) 0,6+0,1* 0,6 +0,1* 0,6 +0,1* 0,7+0,1 05+0,1* 0,5+ 0,0* 0,5+0,6* 0,7+ 0,1
Acido drico (mg/dl) 2,1 +04* 24+0,7* 29+0,7 3,6 +1,0 2,1+1,1 2,2+05 2,4+04 3,1+76
Colesterol (mg/dl) 80,4 + 8,6 88,7+12,2 90,8+34,4 101,5+28,0 81,0+ 18,0 88,2+17,6 99,8 + 39,5 100,2+16,7
Triglicérides(mg/dl)  105,6+43,7* 54,6+20,9 49,6+13,9 62,6 +14,9 124,1+23,5* 89,3+25,6 47,8 + 15,0 70,5+21,2
Glicose (mg/dl) 127,7+17,1* 107,6+20,9 84,1+12,8 95,7 + 18,8 169,8+16,6* 140,9+25,7 106,4 + 22,4 134,0+32,8
Proteina (g/l) 89,0+10,8* 90,7 + 7,3* 97,0+ 6,2* 111,2+ 8,7 83,2+5,1* 80,4+3,5* 85,7 +2,8* 101,6+7,6
FA (U/L) 435+ 126 498 + 18,6 42 5+17,2 715+173 103,0+35,6 848+228 113,9 + 17,2 86,9+29,5
AST(U/) 83,6 + 13,8* 96,6 +23,5 93,4+14,7* 125,8+24,7 81,0 +13,7 95,7+41,1 110,8+13,8 102,8+18,2
ALT(UI 34,4+69 31,1+8,7 34,4+17,1 44,6 + 25,6 37,1+51 34,7+5/1 39,8 +7,0 36,4+4,4
GGT(UI) 41+1,8 24+09 19+1,7 29+50 41+1,0 30+138 30+21 1,6+1,5
Bilirrub T(mcg/dl) 474+75 45,7+ 10,5 50,8 +6,8 55,6 + 15,7 444+7,0 422 +5,7 493+7,2 52,0+7,8
Bilirrub. D(mcg/dl) 11,1+54 12,1+6,4 14,3+5,8 10,1 + 3,8 99+6,0 10,1 +5,3 148+55 9,1+2,5
NA(mMEg/L) 149,3+4,2 149,1+6,1 143,4+2,8 148,1+ 4,7 154,9 + 3,2* 156,0+6,9* 146,4 +1,7 144,9+1,7
K(mEg/L) 59+12 56+1,1* 70+20 79 +1,7 75+1,0 6,4+0,7 7,5+1,3 7,0+1,4

G1, G2 e G3 (ratos tratados com doses crescentes do EHF); G4 (ratos tratados com veiculo — grupo controle);

valores expresso em média + desvio padréo

*p < 0,05: Uréia: machos G2 e G4: 0,04; G3 e G4: 0,01 /fémeas G1 e G4: 0,000; G2 e G4: 0,005; G3 e G4: 0,002. Creatinina: machos G1 e
G4:0,011; G2 e G4: 0,000; G3 e G4:0,000 /fémeas G1 e G4: 0,004: G2 e G4: 0,025; G3 e G4: 0,025. Acido Urico: fémeas G1 e G4: 0,001; G2
e G4: 0,008. Proteinas: machos G1 e G4: 0,000; G2 e G4: 0,000; G3 e G4: 0,000 /fémeas G1 e G4: 0,000; G2 e G4: 0,000; G3 e G4:0,001.
Triglicerideos: machos G1 e G4: 0,000 /fémeas G1 e G4: 0,004. Glicose: machos G1 e G4: 0,000;/ fémeas G1 e G4: 0,043. AST: fémeas Gl e
G4: 0,002; G3 e G4: 0,034. Na: machos G1 e G4: 0,000; G2 e G4: 0,000. K: fémeas G2 e G4: 0,012.
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FIGURA 13: Fotomicrografia do figado; (a) representando o G3, grupo tratado
com a maior dose, sem alteragbes significativas; (b) representando o G4, grupo
controle. (coloragdo HE, barra = 70um).

Apareceram, ocasionalmente e distribuidas nos dois grupos (tratados
e controles) nos machos e nas fémeas, pequenos infiltrados lobulares
perivasculares, congestdo sinusoidal leve proximo a veia centro lobular e

microvesiculas gordurosas citoplasmaticas difusas. Estes achados né&o

foram considerados significativos (FIGURA 14a; b)

o . & i / V) }

e 84N T b Iy O e b, S

r y

FIGURA 14: Fotomicrografia do figado mostrando achados ocasionais, nao
significativos; infiltrado lobular perivascular (*); congestdo sinusoidal (seta);
microvesiculas gordurosas (ponta seta) (a) representando o G3, grupo tratado com a
maior dose; (b) representando o G4, grupo controle. (coloracao HE, barra = 70um).

Os resultados da morfometria do figado dos ratos dos grupos G3 e

G4, tratados com a maior dose e 0 controle, respectivamente, estédo
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apresentados na TABELA 12. De acordo com o0s resultados pequenas
variacOes, estatisticamente significativas, foram encontradas O percentual
de hepatocitos do G3 (tratado com a maior dose) foi menor que do G4
(controle) dos machos e maior que do G4 (controle) das fémeas. Esta
diferenca foi da contagem de nucleos de hepatocitos dos machos do G3
ligeiramente maior que do G4 e da contagem de citoplasma das fémeas,
ligeiramente menor que do G4. Além disso, essa diferenca nao repercutiu na
contagem de hepatécitos do G3 considerando machos e fémeas juntos com
relacdo ao G4. Na contagem do intersticio o G3 dos machos apresentou
resultado estatisticamente maior que o G4 e na contagem de capilares
sinusotides as fémeas do G3 apresentaram resultado menor que do G4. As
diferencas numéricas foram pequenas e ndo foram semelhantes entre os
machos e as fémeas, pode ser atribuidas a diferencas entre os sexos e nao

ao tratamento.

TABELA 12: Morfometria do figado dos ratos dos grupos G3 (tratado com
a maior dose) e G4 (controle), total e separado para machos e fémeas.

Total
Vv[nuc] % | Vv[cit] % | Vvl[hep] % |VV[int] % Vv[cap] % | Vv[ci] %
G3| 12,79+3,40 | 43,10+3,74 | 55,88+4,73 | 23,06+5,04 | 16,54+3,90 |4,52+2,19
G4 |13,75+£3,03* | 42,57+3,58 | 56,39+4,48 |20,90+£3,8* |17,75+4,10* | 4,94+2,34
Machos
G3| 11,76+3,29 | 42,11+3,24 | 53,78+3,82 | 25,57+5,00 | 16,65+3,98 |4,00+1,83
G4 |14,00£3,33* | 43,0243,82 | 57,02+4,85* | 21,15+3,90* | 17,09+3,84 | 4,85+2,41
Fémeas
G3| 13,71+3,25 | 44,05+3,88 | 57,77+4,72 | 20,80+3,90 | 16,45+3,86 |4,98+2,39
G4 | 13,65+3,05 |42,25+3,35* | 55,82+4,27* | 20,77+3,75 |18,45+4,14* | 5,02+2,30

* p< 0,05; Vv= densidade de volume ; nuc= nucleo de hepatdcito; cit=citoplasma de
hepatdcito; hep=total de hepatdcitos; int=intersticio; cap=capilares sinusoides;
ci=células intersticiais
G3: grupo tratado com a maior dose; G4: grupo controle.
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O acumulo de gordura no interior dos hepatocitos € um mecanismo
natural utilizado para estocar energia, sendo que o figado mantém duas
formas de estoque de energia, o glicogénio e a gordura (GUYTON e HALL,
2002; GOODMAN, 2006).

Apesar das microvesiculas de gordura encontradas nos animais do
experimento estar em acordo com 0s niveis normalmente encontrados
(TABELA 13), a contagem média, por grupo, de microvesiculas de gordura
em 50 células, escolhidas aleatoriamente, no figado de cada animal,
mostrou uma reducdo bastante significativa do G3 (grupo tratado com a
maior dose), tanto dos machos quanto das fémeas, comparados ao G4
(controle). Estes resultados demonstram que o tratamento com EHF pode

beneficiar o metabolismo lipidico no figado e no organismo.

TABELA 13: Morfometria das microvesiculas do figado dos ratos dos
grupos G3 (tratado com a maior dose) e G4 (controle), total e separado
para machos e fémeas.

Microvesiculas Machos Fémeas Total
lipidicas U/500cel

G3 9,96 + 17,07 9,53 + 18,35 9,74 + 17,60

G4 34,30 + 37,58* 63,70 + 61,39* 48,91 + 53,10*

U= unidades; cel=células
*p<0,05

YOSHIKAWA et al. (1997) encontraram atividade inibitéria do efeito
relaxante muscular induzido por alcool e atividade protetora de lesbes
hepaticas induzidas por DgalN/LPS ou CCl,, em ratos, na fracdo metanolica
de Hoveniae Semen Seu Fructus, produto comercial chinés e japonés a

base de frutos com sementes e folhas de Hovenia dulcis. FANG et al. (2007)
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comprovaram a atividade protetora contra hepatite crbnica, induzida por
CCls, do extrato alcodlico dos frutos de H. dulcis, administrado em
camundongos oralmente, na doses de 0,5 e 1mg/kg. O figado de
camundongos tratados apenas com CCIl4 mostrou necrose, infiltracdo de
linfécitos ampla em torno da veia central e fibrose. Ja o figado dos
camundongos tratados com o extrato mostrou um padrao normal lobular com
um leve grau de necrose e infiltracéo de linfocitos.

HASE et al. (1997) encontraram atividade hepatoprotetora dos frutos
de H. dulcis, sendo que o extrato metandlico mostrou significativa atividade
hepatoprotetora contra toxicidade induzida por CCl4 em ratos e por D-
GalN/LPS em camundongos. Os animais foram tratados com 100mg/kg do
extrato, duas vezes na semana, por uma semana antes da inducdo de
toxicidade hepatica. O flavondide dihidromiricetina, sabidamente encontrado
na Hovenia dulcis, também apresentou atividade hepatoprotetora no
experimento de HASE et al. (1997). REN-BO et al. (2007) verificaram o
efeito citoprotetor contra toxidade induzida por tacrina em células derivadas
de figado humano (Hep G2) e contra toxicidade induzida por ter-butil
hidroperoxido (t-BHP) em hepatdcitos primarios de ratos para o extrato
etandlico de Hoveniae lignum (coracdo do caule de Hovenia dulcis). A
Floretina, um composto fendlico isolado da Hovenia dulcis, foi
hepatoprotetora contra toxidade induzida por tacrina em células derivadas de
figado humano (Hep G2) com EC50 de 37,55+0,42 pM. O mesmo composto
também reduziu a citotoxicidade induzida por t-BHP em hepatécitos

primarios de ratos.
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Hepatotoxicidade é frequentemente atribuida aos produtos a base de
plantas medicinais. BOSIO (2005) estudou os efeitos hepatotoxicos de
doses elevadas, de Angelica archangelica, planta medicinal utilizada como
antiflatulento, diurético, diaforético, emenagogo, comercializada como
fitoterapico no Brasil. Os ratos foram tratados por 10 dias e o tecido do
figado foi analisado histologicamente tendo sido verificado que o fitoterapico
provocou lesdes hepaticas celulares, com focos de células degeneradas e
focos de inflamacdo crénica, além da desorganizacdo, fibrosamento e
proliferacdo de ductos biliares no espaco porta. Os resultados indicaram

acao hepatotoxica em doses elevadas.

5.4.2.4.2 Rim

A nefrotoxicidade é efeito indesejavel de diversos farmacos de uso
rotineiro como imunossupressores, antiinflamatoérios, antibiéticos, anti-
hipertensivos e pode causar decréscimo da funcdo renal e lesbes
glomerulares, tubulares, intersticiais e vasculares. Em geral as lesdes renais
estdo relacionadas a producdo de espécies reativas de oxigénio
(GOODMAN, 2006).

Quanto aos rins dos animais do experimento, de maneira geral, tanto
0 grupo G3 (tratado com a maior dose; FIGURA 15a,b) quanto o G4
(controle; FIGURA 15c,d) apresentaram na camada cortical (FIGURA 15a;
15c) corpusculos renais (glomérulos e capsula de Bowman) bem

delimitados, tubulos e vasos caracteristicos e na camada medular (FIGURA

15b; 15d) tubulos, ductos coletores e vasos caracteristicos. Nao foram
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observadas alteracbes significativas nos rins dos ratos dos grupos G3
comparados ao G4.

As principais alteracdes tubulo-intersticiais procuradas foram edema e
infiltrado inflamatério do intersticio, achatamento das células tubulares com
dilatacao tubular e necrose; nos glomérulos foram procuradas principalmente
hiperplasia de células mesangiais, congestdo de capilares glomerulares e

involucédo glomerular (reducdo no volume dos tufos capilares e alargamento

do espaco de Bowman).

" e 2 A ) o )
FIGURA 15: Fotomicrografia do rim mostrando as camadas cortical (a;c) e medular
(c;d) caracteristicas; (a,b) representando o G3, grupo tratado com a maior dose, sem

alteracBes significativas; (c;d) representando o G4, grupo controle. (coloracdo HE,
barra = 70um).
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Os resultados da morfometria da cortical e medular do rim dos ratos
dos grupos G3 e G4, tratados com a maior dose e o0 controle,
respectivamente, estdo apresentados na TABELA 14 e 15. Nao foram

encontradas variacfes, estatisticamente significativas, comparando o G3

(tratado com a maior dose) ao G4 (controle).

TABELA 14: Morfometria do cértex renal dos ratos dos grupos G3 (tratado
com a maior dose) e G4 (controle), total e separado para machos e fémeas.

Total
W[CR]% | VV[tabulo]% | WV[int]% |Vv[vaso]% |Glomérulo (N/mm?)
G3|18,21+4,73|71,25+1398|1054+193|431+140| 0,014 + 0,006
G4 | 18,75+5,53 | 70,95 + 15,62 | 10,48 +2,17 | 494+ 1,76 | 0,015 + 0,006
Machos
G3|18,09+4,10| 71,30+ 15,37 | 10,61 +2,13 | 492+ 1,34 | 0,012 + 0,004
G4 |18,15+4,31 | 70,77 £18,82 | 10,98 +2,53 | 525+ 1,53 | 0,013 + 0,005
Fémeas
G3|19,67+6,15|70,11+18,13 | 10,22+ 1,58 | 3,93+ 1,46 | 0,015 + 0,008
G4|18,42+7,11|7095+1847 | 10,63+1,75 | 4,63+1,19| 0,017 + 0,007

* p< 0,05; Vv= densidade de volume ; CR= corpusculo renal; tibulo=célula e luz;
int=intersticio; N= niumero; G3: grupo tratado com a maior dose; G4: grupo controle.
100%=tubulo+int+CR.

KIM (2005) patenteou uma composicdo contendo extrato de Hovenia
dulcis, extrato de Lindera obtusiloba e contendo o extrato de mistura das
duas plantas como ingredientes ativos contra hepatotoxicidade e para
melhoramento da funcdo hepética e renal. No experimento a
hepatotoxicidade em ratos foi induzida por CCl, e a formagao de radicais
livres também danificou os rins. Os animais tratados tiveram diminuidos os

niveis de malondialdeido, produto da peroxidacéo lipidica em tecidos, que
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tem sido utilizado como indicativo de danos celulares em homogeneizados

de amostras dos tecidos renais.

TABELA 15: Morfometria da medula renal dos ratos dos grupos G3 (tratado
com a maior dose) e G4 (controle), total e separado para machos e fémeas.

Total
Vv[tubulo]% | Vv[luz]% |VV][int]%

G3|75,37 +14,20/20,19 + 3,11 4,44 + 1,34
G4|74,83 +15,35(21,11 + 4,52 4,06 + 1,50

Machos
G3|76,04 +15,18|19,17 +4,33|4,79+ 1,55
G4|75,08 +15,59|20,05+4,40|4,87 +1,61

Fémeas
G3(76,50 +£15,11(19,42 +3,65|4,08 + 1,06
G4(76,02+15,35(19,51+4,69|4,47+1,11

* p< 0,05; Vv=densidade de volume ; int=intersticio e vaso;
G3: grupo tratado com a maior dose; G4: grupo controle.

5.4.2.4.3 Pulmao

Algumas doencas respiratérias resultam de ventilacdo inadequada,
enquanto outras sdo causadas por anormalidades da difusdo, através da
membrana pulmonar, ou do transporte de gases, no sangue, dos pulmdes
para os tecidos. S0 mais comumente relacionadas a limitacdo do fluxo
aéreo associada a inalacdo de gases e particulas nocivas, alergénicos, e
aos problemas associados a funcao cardiovascular. Farmacos que alteram a
funcdo renal ou cardiovascular possuem maior propensdo de afetar o

sistema respiratorio. Casos de pneumointoxicagdo por medicamentos em
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geral aparecem de forma aguda causando insuficiéncias respiratorias e
associado a alteracdbes hemodinamicas (GUYTON e HALL, 2002;
GOODMAN, 2006).

Foram procurados no tecido pulmonar sinais de edema, infiltrado
inflamatorio no epitélio bronquiolar, distensédo alveolar, alvéolos confluentes
(destruicdo das paredes alveolares com consequente diminuicdo capilar),
tecido fibrético, hemorragias e infeccbes (macrofagos, abscessos). Nao
foram observadas alteracdes significativas nos pulmdes dos ratos dos
grupos G3 (tratado com a maior dose; FIGURA 16a) comparados ao G4
(controle; FIGURA 16b).

Os resultados da morfometria do pulmao dos ratos dos grupos G3 e
G4, tratados com a maior dose e 0 controle, respectivamente, estdo
apresentados na TABELA 16. De acordo com os resultados ndo foram

encontradas variacdes, estatisticamente significativas, comparando o G3 ao

G4.

FIGURA 16: Fotomicrografia do pulmdo mostrando o parénquima pulmonar
caracteristico (a) representando o G3, grupo tratado com a maior dose, sem
alteracbes significativas; (b) representando o G4, grupo controle. (coloragdo HE,
barra = 70um).
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TABELA 16: Morfometria do parénquima pulmonar dos ratos dos grupos G3
(tratado com a maior dose) e G4 (controle), total e separado para machos e
fémeas.

Total
Vv[septo]% |Vv[esp alv]% | Sup alv (mm?/mm?®)

G3/91,99 +11,30| 8,01 * 11,30 2,30 £ 0,20
G4|92,06+11,43] 7,94+1143 |  2,27+0,20

Machos
G3|91,77 +11,40| 8,23 +11,40 2,38+0,20
G4(92,06+£11,41| 7,94+1141 2,34+ 0,16

Fémeas
G3(92,21+11,20| 7,79+ 11,20 2,22 +0,17
G4(92,06+11,44| 794 +11,44 2,20 +0,22

* p< 0,05; Vv=densidade de volume ; esp. alv.= espaco alveolar; sup. alv.=
superficie alveolar; G3: grupo tratado com a maior dose; G4: grupo controle.

Estudos que encontrem pneumotoxicidade causada por plantas
medicinais e por fitoterapicos ndo sdo comuns. O extrato de Elephantorrhiza
elephantina € utilizado tradicionalmente por comunidades na Africa para
varias enfermidades em humanos e nas criagcdes para tratar disenterias e
helmintiases. Estudo de seguranca de uso foi realizado com ensaios de
toxicidade aguda (1 dia), sub-aguda (14 dias) e crénica (35 dias) em ratos
tratados com o extrato da planta via oral. Durante os experimentos nenhuma
morte foi registrada e os ratos mantiveram o comportamento e consumo de
racdo normal. As variacdes significativas no peso, nos parametros
hematolégicos e bioquimicos indicaram relativa toxicidade nas doses mais
altas. A toxicidade também foi demonstrada na histologia do figado, rim,
pulméo e bago demonstrando comprometimento desses 6rgdos. No ensaio

de toxicidade sub-aguda a deposicdo de cristais de oxalato renais e
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pielonefrite ascendente secundaria apareceu em animais que receberam
800 mg/kg do extrato. As alteracbes pulmonares, incluindo granulomas
pulmonares, foram observadas em animais que receberam 400 mg/kg.
Hepatite aguda também foi observada em animais que receberam doses de
800 mg/kg. No ensaio de toxicidade crbnica, granulomas pulmonares,
depositos de cristais refringentes e pielonefrite ascendente foram
encontrados em grau moderado. Baseados nos achados da pesquisa,
MAPHOSA et al. (2010) inferiram que a planta apresenta relativa toxicidade

em altas doses e seu uso deve ser reavaliado cuidadosamente.

5.4.2.4.4 Coracao

As disfuncbes cardiacas podem estar relacionadas as lesdes
musculares cardiacas e/ou em virtude do ritmo cardiaco anormal,
envolvendo principalmente o sistema circulatério, os pulmdes e o0s rins
(GUYTON e HALL, 2002). Muitas substancias e medicamentos séo
relacionados aos efeitos cardiotoxicos, particularmente quando de uso
cronico ou em longo prazo como, por exemplo, 0s antineoplasicos
(GOODMAN, 2006).

O alcal6ide pirrolizidinico, monocrotalina, classe encontrada numa
grande variedade de plantas, tem sido utilizado para induzir hipertenséo
pulmonar, seguida de sobrecarga de pressao no ventriculo direito, hipertrofia
ventricular direita podendo levar a insuficiéncia cardiaca congestiva. A

monocrotalina € biossintetizada no figado formando a dihidromonocrotalina,
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que, por sua vez, € capaz de induzir hepatotoxicidade, pneumotoxicidade e
nefrotoxicidade (HUBSCHER, 2005).

Os heterosideos cardiotbnicos, comumente sintetizados por plantas,
incluindo as medicinais, podem causar a sindrome cardiotoxica com a
propriedade de potencializar a forca e a velocidade das contracbes
miocardicas através da inibichio da bomba sodio/potassio-ATPase na
membrana plasmatica do tecido muscular, o sarcolema, levando ao
surgimento de manifestacdes clinicas cardiacas severas, podendo persistir
por 3 a 6 dias. As disritmias geradas podem levar ao 6bito (PARDAL; ITHO,
2010). Na triagem fitoquimica desenvolvida por ALVARENGA (2008) os
testes foram positivos indicando presenca de heterosideos cardiotbnicos nas
folhas e frutos de Hovenia dulcis.

Quanto ao coracdo dos animais do experimento, de maneira geral,
tanto o grupo G3 (tratado com a maior dose; FIGURA 17a- corte longitudinal,
17b- corte transversal) quanto o G4 (controle; FIGURA 17c- corte
longitudinal; 17d- corte transversal) apresentaram no miocardio fibras
cilindricas curtas ramificadas (cardiomiécitos) com nucleos ovais centrais ou
pouco excéntricos caracteristicos. Nao foram observadas alteracdes
significativas no coracdo dos ratos dos grupos G3 comparados ao G4. As
principais alteracbes procuradas foram aumento da caridlise, hemorragia,
presenca de fibras necroéticas, presenca de infiltrado inflamatério entre as

fibras, fibrose, hipertrofia nuclear miocardica.
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FIGURA 17: Fotomicrografia do coragdo mostrando miocardio caracteristico (a-
longitudinal; b- transversal) representando o G3, grupo tratado com a maior dose,
sem alteragdes significativas; (c- longitudinal; d- transversal) representando o G4,
grupo controle. (coloragdo HE, barra = 70um).

Os resultados da morfometria do coracao dos ratos dos grupos G3 e
G4, tratados com a maior dose e 0 controle, respectivamente, estédo
apresentados na TABELA 17. De acordo com os resultados ndo foram
encontradas variagdes, estatisticamente significativas, comparando o G3 ao

G4.
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TABELA 17: Morfometria do coracéo dos ratos dos grupos G3 (tratado com

a maior dose) e G4 (controle), total e separado para machos e fémeas.

Total
Vv[cmi] % | Vv[int] % |Vv[vasos]% | Celularidade Area sec.trans
(N/X,Xmm?) cmi (um?)
G3|93,75+856| 625+1,19 | 388+565 | 24165+2054 | 31,03+3,32
G4(94,30+8,39| 570+1,23 | 3,79+553 | 240,30 +19,52 | 31,15+2,71
Machos
G3|93,68+8,60| 632+1,15 | 391+569 | 24205+2323 | 30,96+3,71
G4|94,00+854| 6,00+123 | 370+567 | 241,50+21,92 | 31,19+2,75
Fémeas
G3/93,90+852| 610+1,23 | 387+562 | 24125+1805 | 31,10+2,96
G4|94,98+824| 502+124 | 366+538 | 239,10+17,28 | 31,10 +2,73

* p< 0,05; Vv= densidade de volume ; cmi= cardiomidcitos; int=intersticio; N=area
média da seccédo tranversal do cardiomiocito; X=area da foto; area sec.trans= area
média da seccéo transversal/grupo; G3: grupo tratado com a maior dose; G4: grupo
controle. 100%= cmi+int.

5.4.2.4.5 QOutros

Os 6rgaos cavitarios, estbmago, eséfago e intestino, foram avaliados
quanto ao aparecimento de erosdes (acometendo apenas o epitélio) e
Ulceras (atingindo a lamina prépria, podendo chegar a submucosa),
presenca de necroses focais, multifocais ou difusas, hiperemias, congestoes,
trombose, hiperqueratose. Foi avaliada também presenca de infiltrado
inflamatorio, principalmente nas camadas mucosa e submucosa.

Quanto ao es6fago dos animais do experimento, de maneira geral,
tanto o grupo G3 (tratado com a maior dose; FIGURA 18a) quanto o G4

(controle; FIGURA 18b) apresentaram epitélio de revestimento estratificado
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pavimentoso e lamina propria da camada mucosa, submucosa e muscular
caracteristicas. Na coleta dos fragmentos dos o0rgaos, os es6fagos,
estbmagos e intestinos foram lavados com soro fisioldgico e por isso 0s
epitélios do esb6fago parecem estar queratinizados, mas este foi um artefato,
devido a lavagem. Apareceram eosinoéfilos aleatérios na lamina propria do
esb6fago, estbmago e intestinos, tanto no G3 quanto no G4. Estes
granuldcitos se infiltram nos tecidos contra parasitas, infeccdes ou
associados a processos alérgicos alimentares. Neste caso € possivel que os
animais tenham apresentado resposta alérgica local a serragem que forrou
as gaiolas, uma vez que a presenca de eosindfilos foi verificada em igual
frequéncia e intensidade nos dois grupos (G3 e G4). Os componentes do

veiculo da férmula farmacéutica sdo comprovadamente inertes e de uso em

medicamentos formulados para humanos.

FIGURA 18: Fotomicrografia do esbdfago caracteristico (a) representando o G3,
grupo tratado com a maior dose, sem alteracdes significativas; (b) representando o
G4, grupo controle. (coloracdo HE, barra = 70um).

Quanto ao estbmago dos animais do experimento, de maneira geral,

tanto o grupo G3 (tratado com a maior dose; FIGURA 19a) quanto o G4

(controle; FIGURA 19b) apresentaram epitélio de revestimento simples
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prismatico muciparo caracteristico, fossetas gastricas normais e lamina
propria caracteristica, muscular da mucosa e glandulas da mucosa
caracteristicas, camadas submucosa (ganglios submucosos- Meissner),
muscular (ganglios mioentéricos- Auerbach) e serosa caracteristicas. No
limen, dos dois grupos, foram encontrados residuos de material vegetal.
Uma vez que a alimentacdo foi apenas com racdo, é provavel que os

residuos sejam oriundos da serragem e que ela tenha causado ligeira

reacao alérgica atraindo os eosindfilos.

FIGURA 19: Fotomicrografia do estbmago caracteristico (a) representando o G3,
grupo tratado com a maior dose, sem alteracdes significativas; (b) representando o
G4, grupo controle. Eosindfilos (seta); (coloracdo HE, barra = 140um).

Quanto aos intestinos dos animais do experimento, de maneira geral,
tanto o grupo G3 (tratado com a maior dose; FIGURA 20a;b) quanto o G4
(controle; FIGURA 20c;d) apresentaram epitélio de revestimento simples
prismatico com células caliciformes e lamina prépria caracteristicos,
glandulas intestinais (criptas de Lieberkiihn) caracteristicas, camadas
submucosa (ganglios submucosos- Meissner), muscular (ganglios

mioentéricos- Auerbach) e serosa caracteristicas. Na coleta os eséfagos,
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estbmagos e intestinos foram lavados com soro fisiol6gico e por isso 0s
epitélios dos intestinos apresentaram acentuada lise celular, sobretudo no

apice das vilosidades intestinais no intestino delgado. No lumen, dos dois

grupos, também foram encontrados residuos de material vegetal.

P P

FIGURA 20: Fotomicrografia dos intestinos grosso caracteristicos (a;b)
representando o G3, grupo tratado com a maior dose, sem alteragbes
significativas; (c;d) representando o G4, grupo controle. Eosinodfilos (seta);
(coloragéo HE, barra = 140um).

No pancreas e na adrenal foi procurada a presenca de processos
degenerativos reversiveis e irreversiveis (necréticos), distarbios circulatorios,
como hiperemia ou congestao, presenca de infiltrado inflamatério, fibrose e
proliferacdo de ductos no caso do pancreas exdcrino. O pancreas € uma

glandula mista, cuja parte exécrina secreta 0 suco pancreatico e sua parte
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endocrina, as ilhotas de Langerhans, secreta insulina, glucagon
somatostatina e polipeptideo pancreatico (GUYTON e HALL, 2002).

Quanto ao pancreas dos animais do experimento, apesar das
preparacdes terem apresentado muito artefato, devido, provavelmente a
pequena espessura do corte no micrétomo, prejudicando principalmente a
parte exocrina (adenébmeros acinosos serosos), de maneira geral, o grupo
G3 (tratado com a maior dose; FIGURA 21a) ndo apresentou diferencas
significativas comparadas o G4 (controle; FIGURA 21b). Foram observadas
ilhotas pancreaticas com rede de capilares caracteristicas, ducto principal,
ductos inter e intralobulares, arteriolas e vénulas caracteristicas, acinos
pancreaticos serosos com nucleos arredondados e o interior com coloracao
mais clara caracteristica (granulos de zimogénio e células centroacinares).

De acordo com JEONG-SANG et al. (2005) camundongos
hiperglicémicos, induzidos com estreptozocina e tratados, por seis semanas,
com 10mg/kg e 40mg/kg do extrato de H. dulcis, apresentaram reducgéo
glicémica e maior tolerancia a glicose. A analise histopatologica do pancreas
mostrou que as llhotas de Langerhans foram parcialmente regeneradas
guando comparadas ao grupo doente nao tratado. Foi observado aumento
na quantidade de fatores de crescimento semelhante a insulina (IGF | e ).
Os resultados sugerem que o tratamento auxilia na recuperacéo de danos

causados ao pancreas pela estreptozocina.
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FIGURA 21: Fotomicrografia do pancreas caracteristico (a) representando o G3,
grupo tratado com a maior dose, sem alteracdes significativas; (b) representando o
G4, grupo controle. Eosindfilos (seta); (coloracdo HE, barra = 70um).

A adrenal ou suprarrenal € uma glandula endocrina que secreta
mineralocorticoide (aldosterona), na zona glomerulosa do cortex;
androgénios e glicocorticéides (cortisol), na zona fasciculada e reticulada do
coértex; adrenalina e noradrenalina na regido medular. Os multiplos sistemas
hormonais do organismo desempenham papel-chave na regulagéo de quase
todas as fungbes, incluindo o metabolismo, o crescimento e o
desenvolvimento, o equilibrio hidroeletrolitico, a reproducdo e o
comportamento (GUYTON e HALL, 2002).

Quanto a adrenal dos animais do experimento, de maneira geral,
tanto o grupo G3 (tratado com a maior dose; FIGURA 22a;b) quanto o G4
(controle; FIGURA 22c;d) ndo apresentaram alteragfes significativas, com

corddes celulares da regido cortical e medular caracteristicas e presenca de

goticulas lipidicas na cortical caracteristicas.
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FIGURA 22: Fotomicrografia da adrenal mostrando as regides cortical (a;c) e medular
(c;d) caracteristicas; (a,b) representando o G3, grupo tratado com a maior dose, sem

alteracbes significativas; (c;d) representando o G4, grupo controle. (coloracdo HE,
barra = 70um).

Quanto aos testiculos e ovarios dos animais do experimento, de
maneira geral, tanto o grupo G3 (tratado com a maior dose; FIGURA 23a;b)
quanto o G4 (controle; FIGURA 23c;d) apresentaram auséncia de alteracdes
significativas.

Nos testiculos foi avaliada a integridade dos tubulos seminiferos, que
possuem as células da linhagem espermatogénica (espermatogonias,
espermatdécitos primarios e secundarios, espermatides, espermatozéides),
as células intersticiais ou de Leydig no tecido conjuntivo frouxo, secretoras

de testosterona, presenca e integridade dos vasos sanguineos.
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Nos ovarios, que secretam principalmente estrogénio e
progesteronas, foi avaliada a preservacéo dos foliculos ovarianos, em suas
diferentes fases de crescimento (primordial, primario, vesicular e maduro),
corpo lateo e corpo albicans, camadas da granulosa e camadas de teca
interna e teca externa. Tanto os testiculos quanto os ovarios foram
observados quanto as alteracfes circulatorias, como hiperemia, congestéo,

presenca de infiltrado inflamatério e proliferacdo de tecido conjuntivo fibroso

(fibrose).

CoORRN YR £ Ve v 0L et B 7 A
FIGURA 23: Fotomicrografia do testiculo (a;c) e ovario (b;d) caracteristicos; (a,b)
representando o G3, grupo tratado com a maior dose, sem alteracdes significativas;
(c;d) representando o G4, grupo controle. (coloracao HE, barra = 70um).
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O principio de que o beneficio advindo da utilizacdo de um produto
com finalidade medicamentosa deve superar seu risco potencial deve ser
aplicado também aos produtos da medicina tradicional e popular (SIMOES,
et al. 1998).

Uma das grandes vantagens da utilizacdo das plantas medicinais no
tratamento ou prevencdo das varias enfermidades € que elas normalmente
apresentam toxicidade baixa nas concentracbes de uso e possuem uma
margem terapéutica bastante segura, devido a menores concentracdes de
varios ativos que quase sempre agem em sinergismo. Os estudos de um
novo fitoterapico envolvem a etapa botéanica, relacionada a identificacdo do
material de estudo; a etapa farmacéutica relacionada ao preparo da forma
farmacéutica, visando garantia de qualidade, uniformidade e estabilidade
para 0S ensaios posteriores; a etapa de ensaios biolégicos pré-clinicos,
relacionada aos ensaios farmacodinamicos, farmacocinéticos e toxicologicos
em animais de laboratério para garantir o grau de seguranca para os testes
em humanos (o primeiro objetivo € mostrar eficacia do material, para
justificar continuidade dos estudos e depois seguranca); e a etapa clinica,
realizada na espécie humana, dividida em quatro fases sequenciais, de
acordo com a recomendacdo da Organizacdo Mundial de Saude, sendo a
primeira delas em voluntarios sadios, para farmacodindmica, farmacocinética
e toxicologia, a segunda fase em poucos voluntarios doentes, sem retirada
do tratamento referéncia. A terceira e quarta fases envolvem estudos
multicéntricos utilizando grupos diferenciados, placebo, tratamento teste e
tratamento referéncia, sendo a JUltima apdés a comercializacdo sob

farmacovigilancia (LAPA et al., 2000).
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6. CONCLUSAO

A etapa botanica e farmacéutica foi bem desenvolvida gerando a
correta identificacdo da planta e dos “frutos” da Hovenia dulcis e preparo
tecnicamente adequado do extrato utilizado na formulacdo farmacotécnica.
O extrato apresentou atividade antioxidante, pelo método do DPPH
corroborando a literatura sobre a planta e foi devidamente padronizado,
utilizando, para tanto, o teor de umidade e o doseamento do flavondide
dihdromiricetina no extrato final.

O fitopreparado desenvolvido a base do extrato hidroalcodlico dos
frutos de Hovenia dulcis ndo apresentou evidencias de toxicidade aguda
(experimento de dose Unica) ou cronica (experimento de doses repetidas) de
acordo com os parametros propostos na RE n° 90 de 2004 em niveis
comportamentais, ponderais, hematoldgicos, bioquimicos sorolégicos e
histol6gicos. Adicionalmente apresentou evidéncias, que corroboram a
literatura, de efeitos benéficos em nivel sanguineo dos parametros hepaticos
e renais.

Para continuidade do presente trabalho sdo necessarios, ensaios pré-
clinicos em outra espécie mamifera ndo roedora, ensaios de genotoxicidade
e mutagenicidade para finalmente partir para os ensaios clinicos, visando o
registro do fitopreparado proposto como um medicamento fitoterapico de
acordo com a resolucdo vigente para registro e renovacao de registro de

fitoterapicos, a RDC n® 14, de 05 de abril de 2010.
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ANEXO |

RE N° 90, DE 16 DE MARCO DE 2004.

O Adjunto da Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria, no uso da atribuicdo, que lhe confere a Portaria n.° 13, de 16 de
janeiro de 2004, considerando o disposto no art.111, inciso I, alinea "a" § 3°
do Regimento Interno, aprovado pela Portaria n°® 593, de 25 de agosto de
2000, republicada no DOU de 22 de dezembro de 2000, considerando que a
matéria foi submetida a apreciacdo da Diretoria Colegiada, que a aprovou
em reunido realizada em 8 de marco de 2004, resolve:

Art. 1° Determinar a publicacdo da "GUIA PARA A REALIZAQAO DE
ESTUDOS DE TOXICIDADE PRE-CLINICA DE FITOTERAPICOS ",
anexo.

Art. 2° Esta Resolugéo entra em vigor na data de sua publicagéo.
DAVI RUMEL
ANEXO

GUIA PARA A REALIZACAO DE ESTUDOS DE TOXICIDADE PRE-
CLINICA DE FITOTERAPICOS

I.Consideracdes gerais:

1. Este guia tem por objetivo indicar métodos padronizados para os estudos
de toxicologia pré-clinica de acordo com a Resolucéo vigente para registro e
renovacao de registro de fitoterapicos.

2. Os estudos de toxicidade devem ser conduzidos com amostras
padronizadas do medicamento fitoterapico ou do derivado vegetal a partir do
qual é produzido.

Il. Toxicidade aguda

Avalia a toxicidade apds exposicdo a uma dose Unica ou dose fracionada
administrada no periodo de 24 horas

1. Espécie animal - deve ser usada uma espécie de mamifero evitando-se
animais com caracteristicas genéticas especiais.

2. Sexo - devem ser utilizados machos e fémeas;

3.Grupos e numero de animais por teste (controle e tratado): No minimo 6
machos e 6 fémeas, por dose do produto;

4.1dade - os animais devem estar em idade adulta;

5.Via de administragéo - deve ser utilizada a mesma via proposta para 0 uso
do produto.

6.Doses - suficientes para observacdo de possiveis efeitos adversos e
estimativa da DL50 (dose letal 50% - dose que mata 50% dos animais). Se
nao forem observados efeitos adversos, utilizar a dose maxima possivel.
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7. Sinais de toxicidade incluindo tempo de aparecimento, progressao e
reversibilidade destes sintomas devem ser anotados. Deve ser observado o
maior numero possivel de parametros, tais como alteracdo da locomocéao,
frequéncia respiratoria, piloerecdo, diarréia, sialorréia, alteracdo do ténus
muscular, hipnose, convulsfes, hiperexcitabilidade do sistema nervoso
central, contor¢bes abdominais, nimero de animais mortos com possivel
causa de morte e respectivo exames histopatolégicos.

8.Periodo de observagdo - Durante as primeiras 24 horas, nos periodos de
0, 15, 30 e 60 minutos e a cada 4 horas e diariamente durante 14 dias apos
administracdo, prazo que pode ser ampliado dependendo do aparecimento
de sinais de toxicidade, visando observar reversdo ou ndo destes sinais.
Desde a 242 hora e até 14 dias ap0s administracdo da dose, devem ser
observados a variacdo de peso e o consumo de alimentos. Ao fim do
periodo de observacdo todos o0s animais sobreviventes devem ser
sacrificados e autopsiados. Caso sejam observadas alteracbes nas
autopsias, estudos histopatologicos dos oOrgdos acometidos devem ser
realizados.

Ill.Toxicidade de doses repetidas (longa duracéo)

Avalia a toxicidade apds a exposicao a doses repetidas.

1.Espécie animal - devem ser usadas pelo menos duas espécie de
mamiferos, sendo uma roedora e uma nao-roedora. As linhagens devem ser
definidas evitando-se animais com caracteristicas genéticas especiais.

2 Sexo - devem ser utilizados machos e fémeas;

3 Grupos e numero de animais por teste:

Roedores: No minimo 10 machos e 10 fémeas, por dose do produto
N&o-roedores: no minimo 3 machos e 3 fémeas, por dose do produto.

Para cada estudo incluir um grupo controle com o veiculo da formulagéo.

4 ldade - os animais devem estar em idade adulta jovem

5 Via de administracéo - deve ser utilizada a mesma via proposta para 0 uso
do produto.

6 O periodo de administracdo do produto nos animais segue relacdo com o
periodo proposto para utilizacéo terapéutica, conforme tabela abaixo :

Periodo de uso Duracdo minima do estudo das doses
repetidas

Até 30 dias de uso por ano 4 semanas

Acima de 30 dias de uso por ano 12 semanas

7 Doses - no minimo trés, a saber, a dose que produza o efeito terapéutico
(menor dose), a maior dose que produza um efeito adverso detectavel,
limitada pelo volume da dose, e uma

dose intermediaria, por exemplo a média geométrica entre a dose maior e
menor dose.

8 Parametros a serem observados nos grupos experimentais e no grupo
controle tratado com o0 veiculo,tais como : alteracoes
comportamentais,variagdo do peso corpéreo (semanal), o hemograma
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completo e analises bioquimicas de sangue (sodio, potassio, gama-
glutamiltranspeptidase, aminotransferases, fosfatase alcalina, uréia,
creatinina, acido urico, colesterol, triglicerideos, glicose, proteinas totais e
bilirrubina);

9. Exames anatomopatoldgicos

Exames macroscopicos devem ser realizados em todos os animais para
todas as doses. Os exames histopatologicos devem ser realizados
obrigatoriamente nos animais tratados com a maior dose.O material retirado
dos animais deve ser mantido em estado de conservagao por até cinco
anos. Na auséncia de alteracfes histopatologicas nos animais tratados com
a maior dose e de alteracGes macroscopicas com as doses menores, torna-
se desnecessaria a realizacdo de exames histopatolégicos para as demais
doses baixa e intermediaria. Recomenda-se que sejam analisados macro e
microscopicamente os 0Orgdos abaixo relacionados: figado, rins, pulméo,
coracgao, esbfago e estbmago, intestinos, 6rgados sexuais, pancreas, adrenal,
tiredide.

IV. Estudo especial - Genotoxicidade

Estudo que deve ser efetuado quando houver indicacdo de uso continuo ou
prolongado do medicamento em humanos.

1. Avaliacéo in vitro da reversdo de mutacao em bactérias incluindo ativacao
metabdlica ou de

dano a cromossomas de células de mamiferos ou de linfoma de
camundongo;

2. Avaliacéo in vivo do dano em cromossoma em ceélulas hematopoiéticas de
roedores (teste de

micronucleo)

V. Avaliacao toxicol6gica de medicamentos fitoterapicos de uso topico:

Cumprir o disposto nos itens Il, Ill, e quando indicado IV, além de realizar os
seguintes testes adicionais:

1. Sensibilizacdo dérmica

2. Irritacéo cutanea

3. Irritac&o ocular
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ANEXO Il

UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
PRO-REITORIA DE PESQUISA

Comissio de Etica na Experimenta¢io Animal

CERTIFICADO-
Certificamos que o Protocolo n°® 009/2010 — CEEA sobre “Avaliagdo da toxicidade pré-
clinica da Hovenia dulcis”, projeto de pesquisa sob a responsabilidade de Tania Toledo
de Oliveira, estd de acordo com os Principios Eticos na Experimentagio Animal,
adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA), e foi aprovado
pela COMISSAO de ETICA NA EXPERIMENTACAO ANIMAL (CEEA) da PRO-
REITORIA DE PESQUISA/UFJF, em reunido realizada em 06/04/2010.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n° 009/2010 - CEEA about “Avaliagdo da toxicidade
pré-clinica da Hovenia dulcis” — Tania Toledo de Oliveira - is in agreement with
the Ethical Principles in Animal Research adopted by Brazilian College
of Animal Experimentation (COBEA) and was approved by the PRO-
REITORIA DE PESQUISA/UFJF - ETHICAL COMMITTEE FOR
ANIMAL RESEARCH (CEEA) in 06/04/2010.

Juiz de Fora, 06 de Abril de 2010

Presidente/CEEA
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