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RESUMO

Os fitoterapicos possuem diferentes compostos naturais procedentes do metabolismo primario
e secundario do vegetal, que sdo responsaveis pelas propriedades terapéuticas, como taninos,
saponinas, flavonoides, cumarinas, triterpenos, esteroides, alcaloides, entre outros. Muitas
espécies com potencial téxico tém recebido atengcdo da comunidade cientifica para verificagdo
das propriedades farmacoldgicas e/ou terapéuticas, e investigacdo de possiveis atividades
toxicoldgicas. Objetivou-se realizar triagem fitoquimica dos extratos aquosos de
Stryphnodendron adstringens, Dimorphandra mollis, Enterolobium contortisiliquum, Luffa
operculata e Annona crassiflora para verificacdo da presenca de principios ativos com acgéo
toxica e abortiva e, realizar ensaio toxicoloégico para investigar a toxicidade do extrato
hidroalcodlico da casca do caule de Stryphnodendron adstringens por meio da determinacdo
da dose letal 50% (DLsy) € 90% (DLgg). Os extratos aquosos foram submetidos a
caracterizacdo fitoquimica para identificar fendis, taninos, flavonoides, saponinas, esteroides,
triterpenos, cumarinas e alcaloides. Para investigar a toxicidade da planta foram realizadas
andlises toxicoldgicas do extrato metandlico da casca do caule de Stryphnodendron
adstringens administrado por via intraperitoneal. Utilizou-se o modelo de regressao
considerando a morte como variavel binaria com resposta em fungdo da concentracdo do
extrato e do sexo dos animais. A andlise foi realizada por meio do procedimento proc probit do
software SAS 9.4. Para a investigacdo da DLsge DLgg, 0s extratos foram ressuspendidos em
agua para injetaveis e submetidos a diluicBes seriadas decimais, utilizando o fator de diluicdo
1:10, obtendo extratos com concentragbes de 1000; 100; 10; 1; 0,1; 0,01; 0,001 e 0,0001
mg/mL. Posteriormente, foram inoculados por via intraperitoneal. Utilizaram-se oito grupos de
camundongos Swiss de ambos 0s sexos, sendo cinco animais por grupo, para cada extrato
vegetal, totalizando 90 animais por sexo. Ap0s inoculagdo, os animais foram observados por
sete dias, para verificar alteragcbes comportamentais, quantidade de animais mortos, doentes e
sobreviventes. Os resultados da andlise fitoquimica foram considerados positivos por formacao
de precipitados e surgimento de coloracdo e espuma e, negativos por auséncia dessas
reacOes. Foi possivel identificar nas espécies analisadas a presenca de metabdlitos
secundarios, como taninos, flavonoides, cumarinas, triterpenos, esteroides, saponinas e
alcaloides. Para o estudo toxicolégico do extrato metandlico da casca do caule do
Stryphnodendron adstringens em camundongos de ambos 0s sexos, por via intraperitoneal,
obteve-se DL, igual a 95,2mg/mL e DLy, 564,76 mg/mL, o que caracterizou a planta como

tOxica para esses animais.

Palavras - chave: Plantas toxicas. Aborto. Barbatimdo. Fava d’anta. Tamboril. Buchinha - do - Norte. Pana.




ABSTRACT

Phytotherapics have different natural compounds derived from the primary and secondary
metabolism of the plant, which are responsible for the therapeutic properties, such as tannins,
saponins, flavonoids, coumarins, triterpenes, steroids, alkaloids, among others. Many species
with toxic potential have received attention from the scientific community to verify
pharmacological and/or therapeutic properties and to investigate possible toxicological
activities. Phytochemical screening of the aqueous extracts of Stryphnodendron adstringens,
Dimorphandra mollis, Enterolobium contortisiliquum, Luffa operculata and Annona crassiflora to
verify the presence of active principles with toxic and abortive action and to carry out a
toxicological test to investigate the toxicity of the hydroalcoholic extract of the bark of the stalk of
Stryphnodendron adstringens by determining the 50% lethal dose (LDsg) and 90% (LDgo). The
aqueous extracts were submitted to phytochemical characterization to identify phenols, tannins,
flavonoids, saponins, steroids, triterpenes, coumarins and alkaloids. To investigate the toxicity
of the plant, toxicological analyzes of the methanolic extract of the stem bark of
Stryphnodendron adstringens administered by intraperitoneal route were carried out. The
regression model was used considering death as a binary variable with response as a function
of the extract concentration and the sex of the animals. The analysis was performed using the
proc probit procedure of SAS 9.4 software. For the investigation of DLsy, and DLgo, the extracts
were resuspended in water for injections and subjected to serial decimal dilutions, using the
1:10 dilution factor, obtaining extracts with concentrations of 1000; 100; 10; 1; 0.1; 0.01; 0.001
and 0.0001 mg/mL. Subsequently, they were inoculated intraperitoneally. Eight groups of Swiss
mice of both sexes were used, five animals per group, for each plant extract, totaling 90 animals
per sex. After inoculation, the animals were observed for seven days to verify behavioral
changes, number of dead animals, patients and survivors. The results of the phytochemical
analysis were considered positive by formation of precipitates and appearance of staining and
foam, and negatives due to absence of these reactions. It was possible to identify secondary
metabolites such as tannins, flavonoids, coumarins, triterpenes, steroids, saponins and
alkaloids in the analyzed species. For the toxicological study of the hydroalcoholic extract of the
stem bark of Stryphnodendron adstringens in mice of both sexes, intraperitoneal, LDsy was
equal to 95.1mg mL*? and DLgo 564,76 mg mL'l, which characterized the plant as toxic to these

animals.

Key words: Toxic plants. Abortion. Barbatim&o. Fava d’anta. Tamboril. Buchinha - do - Norte.

Pana.
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1 INTRODUCAO

A fitoterapia foi uma das primeiras terapias medicinais utilizados pela humanidade,
sendo a Unica disponivel ao homem durante muito tempo. De acordo com Bessa et al. (2013) e
Melo et al. (2010), em algumas situagbes, mesmo com intencao de cura, as plantas utilizadas

na medicina produziam graves efeitos colaterais e até mesmo a morte.

Planta medicinal é definida como toda e qualquer espécie vegetal que apresente
compostos quimicos com acao farmacoldgica. No Brasil, € aceitavel a utilizacdo de variadas
formas de preparo, podendo ser feita de folhas, cascas, raizes, sementes, flores, caule e fruto.
O uso popular ocorre principalmente como infusdes, decoctos, tinturas e solu¢des alcodlicas,
obtidas, na maioria das vezes, de modo artesanal (MUSSI-DIAS et al., 2012; SOUZA et al.,
2016).

Segundo estudo desenvolvido por Tokarnia et al. (2012), ha variacdo na quantidade de
principio ativo téxico nas diferentes partes dos vegetais, sendo a maior concentracao
encontrada nas sementes. Varios fatores podem influenciar na toxicidade, tais como o modo
de ingestdo, o estadio vegetativo e a sazonalidade. Estas espécies denominadas téxicas
produzem metabdlitos secundarios, como taninos, fendis, esteroides, triterpenos, saponinas,
flavonoides, cumarinas, alcaloides, entre outros, que podem causar distlrbios no organismo,
podendo levar a morte (CAMPOS et al.,, 2016; GETTER; NUNES, 2011; MONSENY et al.,
2015).

Plantas de interesse pecuario sdo responsaveis por prejuizos a bovinocultura em todo o
mundo (TOKARNIA et al., 2012). Apesar de serem dificeis de estimar por causa da escassez
de dados, plantas toxicas causam perdas econdmicas significativas para a pecuaria brasileira
(PESSOA; MEDEIROS; RIET - CORREA, 2013; SANT'ANA et al., 2014).

A maioria dos vegetais com ativos toxicos ndo € palatavel (COSTA et al., 2011).
Contudo, a fome em fungdo da seca ou cheia, superlotacdo, queimadas, mudancas para
pastagens novas, transporte e deficiéncia de minerais levam os animais ao consumo dessas
espécies. Assim, podem ocorrer perdas diretas e indiretas, conforme o impacto que
representam (MELO et al., 2010; RIET - CORREA; MEDEIROS, 2001) . As diretas ocasionam
morte, diminuicdo dos indices reprodutivos (abortos, infertilidade, malformacdes), reducdo da
produtividade nos sobreviventes (diminuicdo da producdo de leite e carne) e aumento da
incidéncia de doencas por causa da depressdo imunoldgica. As indiretas, incluem custos
empregados para controle e erradicacdo nas pastagens, construcdo de cercas, pasto
alternativo, medidas de manejo para evitar intoxicagdes, compra de gado para substituir
mortos, e gastos associados ao diagnoéstico e tratamento dos intoxicados (BEZERRA et al.,
2012; HERNANDES et al., 2010; SCHONS et al., 2012).

As intoxicacdes ocupam o terceiro lugar nos casos de 6bitos de animais adultos no

Brasil. Em estudo realizado em 2012 pelos profissionais que atuam no atendimento clinico aos
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grandes ruminantes, foi estimado 100.000 bovinos mortos anualmente por ingestao de plantas
toxicas (TOKARNIA et al., 2012; MONSENY et al., 2015; PIRES et al, 2015).

Ha na flora brasileira 131 espécies toxicas, sendo distribuidas em 79 géneros (RIET-
CORREA; MEDEIROS, 2001). Dentre as de interesse na pratica da Medicina Veterinaria, por
possuirem acao teratogénica e embriotdxica, podem ser citadas Stryphnodendron adstringens,
Luffa operculata, Annona crassiflora, Dimorphandra gardneriana e Enterolobium
contortisiiguum (BANDINELLI et al., 2014). Os produtos fabricados a partir dessas plantas
medicinais apresentam diferentes compostos naturais procedentes do metabolismo primario e
secundario do vegetal, responsaveis por diversas propriedades terapéuticas. Entretanto,
podem exercer efeitos adversos em seres humanos e animais em decorréncia da composicdo
guimica do fitoterapico (ALMEIDA et al., 2009).

A farmacologia e a toxicidade de plantas utilizadas na medicina alternativa tém
recebido atencdo da comunidade cientifica. A verificagcdo das propriedades farmacolégicas
el/ou terapéuticas e a investigacdo de possiveis atividades toxicolégicas sao imprescindiveis
para garantir seguranca no uso medicinal (REBECCA et al., 2002). Portanto, o
reconhecimento da planta toxica e sintomatologia clinica sédo importantes para se evitar a perda

de animais e saber como proceder nos casos de intoxicacao.
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3 REVISAO DE LITERATURA

2.1 - Histérico da utilizacdo de plantas medicinais

No ano 3000 a.C., no Egito, os papiros registraram o uso de 500 plantas medicinais,
dentre as quais podem ser citados: Mentha arvensis (Menta), Rosmarinus officinalis (Alecrim),
Chamomilla recutita (Camomila), Artemisia absinthium (Absinto), Aloe vera (Babosa), além das
familias Asteraceae e 13 vegetais da familia Solanecea, as quais ainda sao utilizadas pelo
homem (CZELUSNIAK et al., 2012). O uso de plantas medicinais faz parte da evolucado
humana, pois essa pratica € observada desde as antigas civilizag6es, sendo a primeira
referéncia encontrada na obra Pen Ts'ao “A Grande Fitoterapia”, do chinés Shen Nung, a qual
remonta a 2800 a.C. (SILVA; DIAS - JUNIOR; MORAES, 2012).

A fitoterapia manteve seu dominio até os anos 40 do século XX quando os ativos dos
medicamentos eram extraidos de plantas, pois ndo havia vacinas e remédios sintéticos para
tratamento de determinadas doencas. Apesar dos avancos, a Organizacao Mundial da Salde
(OMS) reconhece que a maioria da populacdo de paises em desenvolvimento depende da
medicina tradicional, pois 80% dessa desenvolve tais praticas em cuidados primarios
(BARBOSA et al., 2012; COSTA.; MAYWORM, 2011).

Segundo Ethur et al. (2011), ha necessidade de maiores informacfes referente a forma
de cultivo, identificacdo botanica correta, informagdes ao consumidor, qualidade e eficacia dos
produtos vegetais, pois a toxicidade da maioria desses ainda € parcialmente desconhecida.
Assim, faz-se necessaria a padronizacdo das preparacOes fitoterapicas, demonstrando a
importancia da Farmacovigilancia, o que possibilita a notificacdo e prevencdo de efeitos
indesejaveis e riscos inerentes ao uso.

Conforme Resolugéo Diretora Colegiada n° 48, de 16 de marco de 2010, a qual se refere

ao registro de medicamentos fitoterapicos, definido como:

Fitoterapico € o medicamento obtido com o emprego exclusivo de
matérias-primas vegetais. E caracterizado pelo conhecimento da
eficacia e dos riscos do uso, assim como pela reprodutibilidade e
constancia da qualidade. Nao sendo considerado medicamento
fitoterapico aquele que, na composicdo, inclua substancias ativas
isoladas, de qualquer outra origem, nem as associacfes destas com
extratos vegetais (BRASIL, 2010).

A Resolucgédo Diretora Colegiada n° 10/2010, promulgada no dia 10 de margo de 2010,
dispde sobre a notificagdo de drogas vegetais junto a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA). A referida norma instituiu a notificacdo de drogas vegetais, com énfase no uso
tradicional e na revisao dos dados disponiveis na literatura relacionados a essa terapia. Assim,
“plantas medicinais, ou suas partes, que contenham principios ativos e acdo farmacoldgica,

apods processos de coleta ou colheita, estabilizacdo e secagem, de formas integras, rasuradas,
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trituradas ou pulverizadas, serdo produtos passiveis de venda, isentos de prescricdo e
destinados ao consumidor final”. Em contrapartida, a Resolucéo Diretora Colegiada n°® 14/2010,
distingue os termos drogas vegetais e medicamentos fitoterapicos, pois ambos podem ser
obtidos de plantas medicinais, mas diferem-se nas formas de elaboragdo e comercializacdo
(BRASIL, 2010).

O Ministério da Saude aprovou a Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares mediante portaria n° 971, de 03 de maio de 2006 que contempla diretrizes,
acOes e responsabilidades do governo para oferta de servicos e produtos da homeopatia,
plantas medicinais e fitoterapia, medicina tradicional chinesa e acupuntura. Mais
especificamente, a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterdpicos aprovada pelo
Decreto n° 5.813 de 22 de junho de 2006, visa garantir a populacao brasileira 0 acesso seguro
e a utilizacao racional de plantas medicinais e fitoterapicos, promovendo o uso sustentavel da
biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria nacional (BRASIL, 2012).

A avaliacdo da atividade bioldgica de uma planta inclui a investigacao farmacoldgica e
toxicoldgica de extratos brutos ou de substancias isoladas. No entanto, para que sejam
reconhecidas como terapia medicinal, € necesséario que a autenticidade, a integridade e pureza
desses extratos ou substancias sejam comprovadas. Porém, pesquisas que verifiquem a
eficiéncia desses séo escassas (CATALAN et al., 2012; ROYER et al., 2013).

2 - Caracteristicas Gerais das espécies

2. 2. 1 - Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville Fabaceae

Stryphnodendron adstringens é conhecido popularmente por diferentes nomes como:
“pbarba - de - timao”, “barbatimdo”, ‘barba - de - timan”, “bordozinho - roxo”, “barbatimao
verdadeiro”, “casca da mocidade” e “barbatimdo - vermelho” (FERREIRA, 2011; FONSECA,
LIBRANDI, 2008; SOUZA et al., 2007). As arvores de barbatimdo produzem compostos
qguimicos primarios, responsaveis por manter as fungdes organicas do vegetal e metabdlitos
secundarios que conferem protecdo a planta contra herbivoros, micro-organismos e outros
efeitos externos. Dentre 0s compostos quimicos secundarios descritos na espécie, encontram-
se taninos, terpenos, estilibenos, esteroides, saponinas, inibidores de proteases e alcaloides
(RODRIGUES et al., 2013).

O extrato da casca do caule de S. adstringens possui diversas substancias, porém
predominam os taninos (LIMA et al., 2010). De acordo com a quantidade desses, o vegetal
podera adquirir odor desagradavel, sabor adstringente, provocar intoxicacbes e promover
efeitos antinutricionais em predadores. Os efeitos nocivos sdo decorrentes da ligacdo desses
principios ativos com proteinas, tornando-as insollveis e indigestas (BATESTIN et al., 2004).

Plantas ricas em taninos, como o barbatimédo sdo empregadas na medicina tradicional
para o tratamento de diversas moléstias, tais como: diarreia, hipertensdo arterial, reumatismo,

hemorragias, feridas, queimaduras, azia, nausea, gastrite, Ulcera gastrica, problemas renais e
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do sistema urinario e processos inflamatérios em geral (SIMOES et al., 2010). Segundo
Almeida et al. (2010), Melo (2010) e Souza et al. (2007), as propriedades medicinais estéo
associadas aos taninos que estdo presentes em concentracdes de 40% na casca e
aproximadamente 30% nas folhas (Figura 1 A e Figura 1 B). Ainda, possui propriedades
medicinais antimicrobianas (BARDAL et al., 2011), estrogénica (GARCIA et al., 2010) e
antiofidica (LUCENA et al., 2009).

Figura 1 - (A) Parte do caule e folhas da espécie do “barbatiméo” (S. adstringens) e, (B) Folhas
e frutos de S. adstringens

Fonte: Dos autores, 2016

A Farmacopeia Brasileira descreve como oito por cento a quantidade minima de taninos
necesséria para utilizagdo medicinal do barbatimdo em seres humanos (BRASIL, 2010).
Entretanto, esses teores podem variar de acordo com a espécie, localiza¢éo geogréafica e parte
da planta empregada (BATESTIN et al., 2004; LOPES et al., 2009; MONTEIRO et al., 2005).

A determinagdo da quantidade de taninos e fendis totais nas espécies vegetais pode ser
realizada utilizando-se cromatografia liquida de alta eficiéncia (BRASIL, 2010; LOPES et al.,
2009). A guantificacdo desses compostos é teste basico para comprovar as propriedades
farmacoldgicas em ensaios in vitro, principalmente relacionados a atividade antimicrobiana do
extrato da casca do barbatimao (ISHIDA et al., 2009).

2.2.2- Luffa operculata (L.) Cogn. Cucurbitaceae

Luffa operculata é planta angiosperma e dicotiledénea, encontrada em grande parte do
Brasil, ocorrendo desde as regiGes Norte e Nordeste, nos estados do Amazonas, Ceara,
Pernambuco e Bahia, até Mato Grosso, Minas Gerais e Sdo Paulo. Esse vegetal é conhecido

popularmente como “buchinha”,

buchinha-do-norte”, “cabacinha”, “purga-de-jalapa” e “purga-
dos-paulistas”, entre outros nomes (CAMPOS, 2016).
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E trepadeira, pertencente a familia das cucurbitaceas (Cucurbitaceae), com caule
herbaceo e delgado, podendo medir até dez metros de comprimento. Os frutos séo ovoides,
pedunculados e de superficie rugosa. Quando secos apresentam coloragdo amarelo claro a
castanho, sendo percorridos externamente por estrias longitudinais. O interior desses
apresenta mesocarpo fibroso, disposto em emaranhado frouxo, contendo sementes achatadas
de superficie levemente rugosa e colora¢éo castanho - escura (Figura 2) (SOUSA, 2006).

Figura 2 - Frutos secos de “buchinha — do - Norte” (Luffa operculata)

Fonte: Dos autores, 2016

De maneira geral, as flores, folhas, sementes e frutos podem ser usados nas
preparacdes das infusdes da L. operculata. Porém, a parte mais utilizada é o fruto seco da
planta. Na medicina popular tradicional € empregada principalmente, como purgativo,
emenagogo, descongestionante nasal e nos tratamentos homeopaticos para rinite e sinusite
(BROCK; DUARTE; NAKASHIMA, 2003; SOUZA et al., 2007). Ainda, apresenta como
indicagcbdes o tratamento de doencas herpéticas, oftalmicas crbnicas, laringites, hidropsia,
ictericia, sifilis, tinea, ascites e amenorreias (SOUSA, 2006).

Dentre as propriedades farmacoldgicas dessa espécie, pode-se citar o efeito laxante ou
purgativo, decorrente da agao irritativa das cucurbitacinas e dos glicosideos sobre a mucosa
intestinal. A acdo detergente das saponinas contribui para a propriedade caustica sobre o
intestino grosso, por meio da emulsificagdo dos compostos lipossollveis, acarretando em

evacuacdes fluidas (SOUZA et al., 2007).

2. 2. 3 - Annona crassiflora (Mart.) Annonaceae

O género Annona pertence a familia Annonaceae e compreende aproximadamente 162
espécies de arvores e arbustos, cuja maioria € nativa das regides tropicais. No Brasil, existem
60 espécies, com maior ocorréncia em florestas e com poucos representantes em areas
abertas (CHATROU et al., 2012; COSTA et al., 2011).
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Annona crassiflora apresenta ampla distribuicdo no Cerrado brasileiro, podendo ser
encontrada na Bahia, Minas Gerais, Sdo Paulo, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Goiés e
Tocantins. Essa arvore é conhecida popularmente como “araticum”, “marolo”, “pinha-do-
cerrado”, “cabeca de negro”, “pana”, entre outros nomes comuns (FERREIRA, 2011).

A espécie possui amplo uso na medicina popular ha muito tempo. As sementes e folhas
sdo frequentemente empregadas no tratamento de cancer, acidentes ofidicos e doencas
venéreas (VILAR; FERRI; CHEN - CHEN, 2011). Os frutos (Figura 3) sdo consumidos como
tbnico e adstringente. O pé da casca do tronco apresenta propriedades antifingicas e
antirreumaticas (VILAR; FERRI; CHEN-CHEN, 2011). Em algumas regifes brasileiras, é
comum a utilizacdo das sementes contra afec¢bes parasitarias do couro cabeludo, como

pediculose (PEREIRA et al., 2008).

Figura 3 - Fruto de Annona crassiflora (“pand”)

Fonte: Dos autores, 2016

Derivado da palavra em Latim “colheita anual”, o0 género Annona é fonte importante de
frutos comestiveis da familia Annonaceae tendo, consequentemente, importancia econémica.
Normalmente, os frutos sdo consumidos "in natura" ou como sucos, sobremesas e preparagfes
de sorvetes (LORENZI; MATOS, 2008).

Essa espécie vegetal possui diversos tipos de metabdlitos secundarios, com acdo no
sistema nervoso, podendo causar alteragcbes de comportamento, humor, pensamento e
sensacbes (SILVA et al., 2009). Dados quimiotaxondmicos caracterizam-na por possuir
alcaloides, flavonoides e terpenoides, principalmente diterpenos, justificando a atividade
ansiolitica, anticonvulsivante e tranquilizante (SILVA et al., 2009).

Estudos sobre fitoquimica e atividade biolégica do género Annona estdo sendo
intensificados em consequéncia da presenca das acetogeninas, compostos com ampla
atividade biolégica, tais como citotdxica, imunossupressora, pesticida, antiparasitaria e
antimicrobiana. Ainda, na familia Annonaceae podem ser encontrados alcaloides quinolinicos,
pirrolizidinicos, piperidinicos, indolizidinicos, piridinicos e isoquinolinicos (LIMA et al., 2010;
MATSUMOTO et al., 2010; SIMOES et al., 2010).
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Em estudo realizado por Oliveira et al. (2011) para descrever a intoxicacao ocorrida em
teste de campo com Borregos Santa Inés expostos ao extrato de A. crassiflora., foi possivel
observar que a maioria dos animais apresentou inapeténcia total seis horas apés
administracdo do extrato desse vegetal e comportamento anormal em ovinos em jejum.
Segundo os mesmos autores, apos 24 horas, seis ovinos foram encontrados mortos e nas
baias destes verificaram-se sinais de diarréia aquosa acentuada e indicativos de movimentos

de pedalagem ante mortem, sugerindo quadro de intoxicacao.

2. 2. 4 - Dimorphandra mollis (Benth.) Caesalpiniaceae

O género Dimorphandra possui relevancia, sobretudo nos aspectos medicinais e de
biodiversidade, por incluir duas espécies, D. mollis e D. gardneriana. Sao importantes
economicamente como fontes de flavonoides, servindo de matéria prima para a industria
farmacoquimica (SUDRE et al., 2011).

Dimorphandra mollis (Benth.) Caesalpiniaceae é planta com ampla ocorréncia nos
estados do Maranhdo, Piaui, Cearda, Bahia, Para, Goias, Mato Grosso e Minas Gerais
(MONTANO et al., 2007). E leguminosa, com espécies lenhosas, em geral de porte arbéreo,
possui porte médio ou até 30 a 50 metros de altura. Conhecida popularmente como “fava
d’anta” ou “faveiro”, com frutos em forma de vagens (Figura 4 A e Figura 4 B) os quais contém
glicosideos flavonicos, principalmente rutina, potente agente abortivo, e quercetina, com acdo

antiinflamatoria, anticarcinogénica e antioxidante (FERES et al., 2006).

Figura 4 - Arvore de “Fava d’anta” (D. mollis) com frutos em forma de vagem (Figura A) e

Frutos secos de D. mollis (Figura B)

Fonte: Dos autores, 2016

Rutina atua no aumento da permeabilidade das paredes dos capilares, usada em
combinacdo com a vitamina C, reduzindo hemorragias e quadros de trombose. Ainda
apresenta propriedades antioxidante, antiviral, antitumoral e antiinflamatéria (FERES et al.,
2006).
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Quercetina é antioxidante polifendlico natural presente em vegetais, frutas e sucos.
Quimicamente, é classificada como aglucona da rutina e de outros glicosideos, atuando na
reducao de radicais livres, atividade cardiovascular, diminuindo o risco de enfarto do miocardio
e doencas coronarianas. Também, foram descritas outras ac¢bes farmacoldgicas, como
antiviral, antiinflamatoéria e anti - carcinogénica. Atua no sistema imunoldgico, reduz a formagéo
de cataratas em diabéticos, sendo também considerada hepato e gastroprotetora (SILVA et al.,
2009).

Segundo Féres et al. (2006), a ingestdo de “Fava d’anta” por bovinos pode acarretar
intoxicacdo, com ocorréncia de cdlica, polidria, oligiria, hematdria e, em casos mais graves,
morte em 24 horas. Para reducdo dos quadros de intoxicagdo, € preciso que 0s proprietarios
observem durante o periodo de seca, se as favas estdo molhadas e tlrgidas por chuvas de
verdo e impegcam o acesso dos animais aos pastos com presenca de frutos maduros
(TORRES, 2005).

2. 2. 5 - Enterolobium contortisiliquum (Vell.) Morong Fabaceae
Enterolobium contortisiliquum, pertence a familia Mimosoideae, € arbdreo (Figura 5 A) e

» o«

conhecido popularmente como “orelha de negro”, “orelha de macaco”, “timburi”, “timbaudba”,

LTS

“tamboril”, “tambori”,

ANk

pau - de - sabdo”, “timbaiba”, “timb¢”, “tambaré”, “pacard” e “tamburé”. E
encontrado nas regides brasileiras Sul, Sudeste, Norte e Nordeste. Apresenta inflorescéncias
branco-esverdeadas em capitulos axilares e caracteriza-se por produzir favas de coloragcéo
negra, com forma parecida com orelha humana (Figura 5 B). A frutificagdo ocorre nos meses
de junho e julho, mas as vagens podem permanecer na planta por mais tempo (TOKARNIA et
al., 2012).

Figura 5 - Arvore (A) e Fruto (B) de Enterolobium contortisiliquum (“tamboril”)

Fonte: Da autora
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Em pesquisas realizadas por Lemos et al. (2015) sobre a intoxicacao de bovinos por
“tamboril” nos estados do Mato Grosso e Rio Grande do Sul, foram descritos sinais clinicos
caracterizados principalmente por transtornos digestivos, fotossensibilizacdo hepatdgena e
abortos. Ademais, em caprinos foram relatadas alterag6es no sistema digestivo e aborto. Em
ovinos caso espontaneo de intoxicacdo foi descrito, associado a fotossensibilizacdo
hepatdgena (BEZERRA et al., 2012).

Em estudos experimentais ainda ndo foram reproduzidos quadros de aborto ou
fotossensibilizagdo em bovinos, sendo observados sinais digestivos e dermatite discreta. Os
aspectos sobre a patogenia destes quadros de intoxicagcdo por tamboril ndo foram elucidados
na literatura consultada. Nesse contexto, como o0 principio téxico ainda nao foi
satisfatoriamente caracterizado, alguns autores propdem a presenca de saponinas esteroidais
e da proteina enterolobina nesse vegetal (LEMOS et al., 2015; MATOS, 2011).

A intoxicacao por “tamboril” em bovinos costuma ocorrer apds o consumo de frutos no
periodo de escassez de alimento, podendo ser caracterizada por inapeténcia, anorexia e
diarreia, sendo essas observacBes semelhantes aos relatos de intoxicagdo em bovinos de
diferentes idades. Como medida preventiva, € preciso evitar 0 acesso dos animais as favas,
por meio da mudanca de pasto ou corte de arvores nas areas infestadas (COSTA et al.,
2011).

2. 3 - Metabdlitos secundarios toxicos presentes nas espécies vegetais

Metabolismo representa o conjunto de reacdes quimicas celulares e compostos
formados, degradados ou transformados denominados metabdlitos e podem ser divididos em
primarios e secundarios. Compreende - se por primario as varias rea¢des quimicas envolvidas
na transformacédo de moléculas de nutrientes em unidades constitutivas essenciais. Essas se
encontram envolvidas na manutencao da sobrevivéncia e no desenvolvimento da espécie
(COSTA et al., 2011).

Substéncias com acgdo bioativa de importancia na farmacologia séo produzidas por
biossintese dos metabdlitos secundarios (Figura 6). Esses constituintes apresentam-se de
diversas formas estruturais, cada familia, género e espécie produtor de categorias quimicas
caracteristicas ou mistura, as quais podem ser utilizadas como caracteres taxondmicos na
classificacdo destas (COSTA et al., 2011; SIMOES et al., 2010).

Existem trés importantes grupos, como compostos fendlicos, terpenos e alcaloides
usados na defesa das plantas contra estresses bidticos e abioticos. Os fendlicos, como
flavonoides, taninos e ligninas sao derivados do acido chiquimico e mevaldnico e os terpenos
sdo sintetizados a partir do acido mevalénico, no citoplasma, ou do piruvato — 3 - fosfoglicerato,
no cloroplasto. Os alcaloides séo provenientes de aminoacidos aromaticos, triptofano e tirosina,
0s quais derivam do &cido chiquimico e de aminoacidos alifaticos como, ornitina e lisina; a
nicotina, a cafeina e vincristina sao alguns exemplos de substancias fabricadas nesse processo
(TAIZ; ZEIGER, 2009).
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Figura 6 - Esquema da rota biossintética de metabdlitos secundarios
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Fonte: SANTOS, 2011

As plantas sintetizam ativos quimicos constituindo recurso terapéutico relevante para
parcela significativa da populagdo mundial que ndo tem acesso aos medicamentos alopaticos.
Sendo consideradas toxicas as que produzem compostos capazes de causar alteracdes
fisioldgicas prejudiciais ao homem e aos animais (CAMPOS et al., 2016).

A toxicidade apresentada por determinadas espécies pode estar relacionada a fatores
associados ao individuo, a planta, ao modo de exposicdo ao ambiente. Assim, pode-se
entender por téxico “todo o vegetal que, ingerido por um organismo vivo, seja capaz de causar
danos a saude e vitalidade dos seres” (SCHONS et al., 2012). Nesse contexto, as plantas
toxicas de interesse pecuario podem ser definidas como as que promovem, sob condices
naturais, intoxicagcdo em caprinos, equinos, ovinos, suinos e bovinos (CAMPOS et al., 2016;
MELO et al., 2010).

Ao longo do processo evolutivo, os vegetais desenvolveram a capacidade de tornar
substancias toxicas em atdxicas e estoca-las em locais inativos metabolicamente. Quaisquer
gue tenham sido os motivos para 0 surgimento dos compostos, estes se tornaram
fundamentais na defesa contra herbivoros, micro- organismos, raios ultravioleta) e atracao de

polinizadores ou dispersores de sementes (SANTOS, 2011).
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3 ARTIGO

3. 1 - Artigo 1 - Triagem fitoquimica de plantas abortivas do Cerrado: “barbatimao”,

“buchinha-do - Norte”, “pand”, “fava d'anta” e “tamboril”.

Este artigo foi elaborado conforme normas do Periddico Arquivo Brasileiro de Medicina

Veterinaria e Zootecnia
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Triagem fitoquimica de plantas abortivas do Cerrado: barbatimao, buchinha - do - Norte,
pana, fava d'anta e tamboril
Phytochemical screening of Cerrado’s abortive plants: barbatimé&o, buchinha - do - Norte,
pand, fava d'anta and tamboril
Janine Katia dos Santos Alves e Rocha” Neide Judith Faria de Oliveira" Raphael Rocha

Wenceslau"

*Janine Katia dos Santos Alves e Rochas: janine.katia@funorte.edu.br; Docente do Curso de
Farmacia das Faculdades Integradas do Norte de Minas (FUNORTE), Montes Claros, Minas

Gerais

RESUMO: Objetivou-se com este trabalho caracterizar qualitativamente grupos de metabdlitos
secundarios de cinco espécies de plantas nativas do Cerrado. As amostras das espécies

n o«

“barbatiméo”, “fava d'anta”, “panad”, e “tamboril’, foram coletadas na regido do municipio de
Montes Claros, Minas Gerais, Brasil. Os exemplares de “buchinha - do - Norte” foram
adquiridos no mercado municipal da referida cidade. O material vegetal foi composto por frutos
e sementes, coletados de abril a maio de 2016. Exsicatas foram preparadas e depositadas no
Herbario da Universidade Estadual de Montes Claros para identificacdo botanica. Os extratos
aquosos foram submetidos a reacbes de caracterizagao fitoquimica para identificacdo de
fendis, taninos, flavonoides, saponinas, esteroides, triterpenos, cumarinas e alcaloides. Os
resultados foram considerados positivos por formacdo de precipitados e surgimento de
coloracdo e espuma e, negativos por auséncia dessas caracteristicas. Foi possivel identificar
nas espécies analisadas a presenca os metabdlitos secundarios, como taninos, flavonoides,
cumarinas, triterpenos, esteroides, saponinas e alcaloides que, provavelmente sdo os

principais ativos responsaveis por acdo farmacoldgica e tdxica das espécies estudadas.
PALAVRAS-CHAVE: Fitoterapicos, intoxicacao, metabdlitos secundarios, plantas toxicas.

ABSTRACT: The objective of this work was to qualitatively characterize groups of secondary
metabolites of five species of plants native to the Cerrado. Samples of the species S.
adstringens, D. mollis, A. crassiflora and E. contortisiliquum, were collected in the region of the
municipality of Montes Claros, Minas Gerais, Brazil. The L. operculata specimens were
purchased in the municipal market of that city. The plant material was composed of fruits and
seeds, collected from April to May 2016. Exsicts were prepared and deposited in the Herbarium
of the State University of Montes Claros for botanical identification. The aqueous extracts were
submitted to phytochemical characterization reactions to identify phenols, tannins, flavonoids,
saponins, steroids, triterpenes, coumarins and alkaloids. The results were considered positive
by formation of precipitates and appearance of staining and foam, and negatives due to the
absence of these characteristics. It was possible to identify secondary metabolites such as

tannins, flavonoids, coumarins, triterpenes, steroids, saponins and alkaloids in the analyzed
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species, which are probably the main active agents responsible for the pharmacological and

toxic action of these species.

KEY WORDS: Phytotherapics, intoxication, secondary metabolites, toxic plants.

INTRODUCAO
No Brasil, o uso da Fitoterapia € amplamente difundido e, na maioria dos casos, a
escolha de uma terapia baseada em plantas medicinais ocorre sem orientacdo médica. Um dos
principais problemas dessa utilizacdo é a crenca de que produtos de origem vegetal sdo
isentos de reagfes adversas e efeitos toxicos (Gallo e Koren, 2001; Clarke et al., 2007).

Os vegetais possuem substancias com propriedades naturais, fisicas, quimicas ou fisico-
qguimicas, capazes de alterar o conjunto funcional e orgénico, em vista da incompatibilidade
vital ou conducdo do organismo as reacg6es bioldgicas diversas, sendo o grau de toxicidade
dependente da dosagem e do individuo. Além da funcao de protecdo contra a predacéo por
micro-organismos, insetos e herbivoros, os principios ativos fitoquimicos exercem efeitos sobre
0s organismos, podendo ser benéficos ou toxicos (Ferreira et al., 2006).

Conforme Rodrigues et al. (2013), dentre as reacdes adversas mais graves causadas
pelo uso indiscriminado de plantas medicinais estdo os efeitos teratogénico, embriotoxico e
abortivo, pois os constituintes desses vegetais podem atravessar a placenta, chegar ao feto e
gerar problemas deletérios. Ha diversas espécies da flora brasileira com acdo abortiva
conhecida, como Stryphnodendron adstringens, Luffa operculata, Annona crassiflora,
Dimorphandra mollis e Enterolobium contortisiliquum, entre outras (Souza et al., 2007).

A triagem fitoquimica dos extratos aquosos desses vegetais pode revelar metabdlitos
secundarios como fendis, taninos, flavonoides, saponinas, esteroides, triterpenos, cumarinas e
alcaloides que apresentam acao abortiva (Souza et al., 2007). Objetivou-se com esse estudo
determinar o perfil fitoquimico de Stryphnodendron adstringens, Dimorphandra mollis, Luffa
operculata, Annona crassiflora e Enterolobium contortisiliguum, para identificar a presenca de
compostos com acgdo abortiva. Apds andlise de dados, faz-se necessario obter informacg6es
sobre os compostos presentes nesses fitoterapicos para que sirvam de referéncia para futuros
trabalhos cientificos e contribuam para utilizacdo de maneira segura e eficaz tanto na medicina

veterinaria quanto na agricultura.

MATERIAL E METODOS

As amostras das espécies Stryphnodendron adstringens, Dimorphandra mollis, Annona
crassiflora e Enterolobium contortisiliquum, foram coletadas na comunidade Planalto Rural,
situada a aproximadamente 20 km da cidade de Montes Claros, as margens da BR-135,
integrando a regido Serra Velha. Os exemplares de Luffa operculata foram adquiridos no
mercado municipal da referida cidade. O material vegetal foi composto por frutos e sementes,

coletados de setembro a outubro de 2017. Em seguida, exsicatas foram preparadas e
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depositadas no Herbario da Universidade Estadual de Montes Claros para identificacdo
botanica.

O desenvolvimento da extracdo aquosa dos compostos ativos da planta, a avaliagcdo da
granulometria do p6, os processos de filtragdo e as identificagcbes fitoquimicas do extrato
aquoso (Simdes et al., 2010; Barbosa et al., 2001; Farmacopeia Brasileira Il, 2010) ocorreram
no Laboratério de Farmacognosia do Curso de Farméacia das Faculdades Unidas do Norte de
Minas (FUNORTE), em Montes Claros - MG. A presenca ou auséncia dos grupos de
metabolitos secundarios de S. adstringens, D. mollis, A. crassiflora, E. contortisiliquum e L.
operculata foi verificada de forma qualitativa, a partir da observacdo das reacdes quimicas
caracteristicas, indicando a presenca de resultado positivo ou negativo para cada grupo e
constituinte analisado.

Os extratos aquosos foram submetidos a reacbes seriadas de caracterizagdo
fitoquimica: fendis e taninos, reacéo com cloreto férrico, gelatina, acetato de cobre e chumbo;
flavonoides, reacdo com magnésio granulado com &cido cloridrico; saponinas, teste de
espuma-agitacdo; esteroides e triterpenos, extracao com cloroférmio anidrido acético e acido
sulfdrico; cumarinas, em observagdo sob a luz ultravioleta e para alcaloides, utilizou-se
reativo de Dragendorff. Antes da operagédo extrativa do pd, das sementes e cascas de frutos de
S. adstringens, D. mollis, E. contortisiliquum, A. crassiflora, L. operculata procedeu-se a
pulverizacao integral das amostras vegetais, em moinho de facas do tipo Willey, em sistema
continuo (Sonaglio et al., 2007). Apds a moagem, o material foi embalado em envelopes de
cartolina e acondicionado em bandejas de polipropileno. As bandejas permaneceram
armazenadas por periodo integral, em estantes, com temperatura constante, 25°C + 2°C, ao
abrigo de luz e umidade até o momento do uso. Padronizou-se o diametro das particulas, com
tamis oficial correspondente a 425 um, facilitando a extragcdo por solvente (4gua destilada) na
proporcao de 100g/1000 mL por aumentar a superficie de contato entre as fases da
suspensao.

As sementes e cascas dos frutos das espécies estudadas foram coletadas e submetidas
a secagem em estufa a temperatura de 40 + 0,5°C por trés dias e trituradas em moinho. Os
extratos foram preparados a partir da pesagem de 100 g do p6 das sementes e cascas do fruto
de cada vegetal. Apds o processo de moagem, o material foi separado, sendo 40g suspensas
em 200 mL de agua destilada e colocado em banho - maria a 70°C por 10 minutos, com
agitacao realizada entre 10 a 15 minutos, filtrando em gaze e, logo apés em papel filtro com
poros. Em seguida, os extratos obtidos foram acondicionados em vidros ambar, armazenados
por 72 horas, protegidos da luz e sob refrigeracdo de 5 +£3°C para evitar interferéncias de
possiveis reacdes de oxidagOes, reducdes e modificagbes dos constituintes polifendlicos por
polimerizacédo (Gabbardo, 2009).

Procedeu-se a identificacao fitoquimica dos extratos aquosos de S. adstringens, D.
mollis, E. contortisiliguum, A. crassiflora e L.operculata, sempre em triplicata. A identificacdo e
diferenciacdo dos taninos foi determinada por constituicdo qualitativa inespecifica da planta
(Farmacopeia Brasileira I, 2010; Mello, 2010; Souza et al., 2007).
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Realizaram-se reacdes qualitativas dos extratos vegetais, nas quais 0s compostos
tanicos precipitaram solucdes proteicas de gelatina a 2,5% (p/v) e complexaram com ions
metalicos, como acetato de cobre a 4% (p/v), acetato de chumbo a 10% (p/v) e cloreto férrico a
1% (p/v) (Monteiro et al., 2005).

A adicdo de duas gotas da solucdo de gelatina em cada tubo de ensaio, com os
diferentes extratos, indicou reacdo positiva caracterizada por turvagdo e/ou precipitacao.
Posteriormente, foram adicionadas trés gotas de solucdo acetato de cobre a 4% e acetato de
chumbo a 10% (p/v) ao extrato, sendo possivel observar também turvacdo e precipitacdo
(Barbosa et al., 2001).

Para diferenciar taninos hidrolisaveis e condensados, empregaram-se os métodos
qualitativos especificos: reacdo com cloreto férrico (FeCls) a 2% (p/v) em metanol, para
identificar taninos hidrolisaveis; reacdo com a vanilina a 1% (p/v) em meio metandlico e acido,
a qual indica taninos condensados (Farmacopeia Brasileira Il, 2010; Mello, 2010).

Em tubos de ensaio contendo dois mL de cada extrato, adicionaram-se trés gotas de
solucéo alcodlica de FeCls, agitando fortemente. Observou-se presenca de coloracédo verde ou
azul nos tubos, de acordo com a espécie estudada (Farmacopeia Brasileira Il, 2010).

Para a identificacao de flavonoides, utilizou-se a reacdo de Shinoda, cloreto de aluminio
e Pew. Para a reacdo de Shinoda, adicionou-se dois mL dos extratos alcodlicos nos tubos de
ensaio e seis fragmentos de Magnésio (Mg) metalico em cada um. Em seguida, acrescentou-se
um mL de acido cloridrico (HCI) concentrado, observando-se aparecimento de coloragdo
vermelha, o que indica presenca de flavonoides na amostra (Miranda et al., 2013).

Procedeu-se a analise utilizando-se a reagdo de cloreto de aluminio (AICl3), umedecendo
areas diferentes de tiras de papel de filtro com os extratos aquosos. Colocou-se sobre as
bordas do papel uma gota de solugéo de cloreto de aluminio a 5%, comparando fluorescéncia
sob luz ultravioleta. A pesquisa € positiva para presenca de flavonoides por causa da
intensificacdo de fluorescéncia com presenca de coloragdo verde amarelada (Barbosa, 2001).

Para a reacdo de Pew, foram adicionados trés mL das amostras vegetais em cinco
capsulas de porcelana e levados ao banho-maria até desidratagdo total. Logo apdés, adicionou-
se trés mL de metanol e transferiu-se o conteddo das capsulas para tubos de ensaio.
Acrescentou-se cinco fragmentos de zinco metdlico e trés gotas de HCI concentrado. Foi
possivel observar desenvolvimento lento de coloracéo vermelha, indicativo para reacéo positiva
de flavonoides (Miranda et al., 2013).

Para identificacdo de saponinas os testes foram considerados positivos por causa da
formacdo permanente de espuma ou colarinho apos a solucdo ser aquecida e, posteriormente
agitada por 15 segundos. Essa caracteristica ocorre em funcdo da auséncia da tensao
superficial da 4gua e da natureza anfifilica da molécula saponosidica (Simdes et al., 2010).

A reacdo de Liebermann - Burchard, anidrido acético - acido sulfdrico foi utilizada para
determinacéo de esteroides e triterpenos presentes nos extratos aquosos dos vegetais. Em um
tubo contendo o extrato foram adicionados dois mL de cloroférmio para a dissolu¢do desse.

Apobs esse processo, a solucdo cloroférmica foi filtrada em funil fechado com algodao para
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outro tubo. Em seguida, adicionou-se um mL de anidrido acético, agitando suavemente. Logo
apods, foram acrescentadas trés gotas de acido sulfdrico concentrado (H,SO,) sob agitacao e
observado o desenvolvimento de coloracéo azul e verde caracteristicas da reacdo. E possivel
observar que triterpenos desenvolvem coloragdo mutavel, azul para verde e esterdides
coloracao estavel (Macedo et al., 2007).

Preparou-se a solugéo extrativa com cinco mL do extrato vegetal em 20 mL de agua
fervida a 100 °C. Ap¢s filtracdo, adicionou-se HCI 1 M, até que fosse alcancado pH igual a 1. A
solucéo acidificada foi submetida a particdo liquido - liquido com 10 mL de éter etilico. A fase
etérea foi concentrada até metade de seu volume inicial e aplicada em duas manchas na borda
do papel filtro. Em uma das manchas foi adicionada uma gota de NaOH 1M, sendo esta
observada a luz UV (365 nm); na outra nada foi aplicado. O aparecimento de fluorescéncia, no
primeiro caso, € indicativo da presenca de cumarinas (Barbosa et al., 2001).

Para confirmacdo do resultado, em tubo de ensaio colocaram-se dois mL da solugdo
metandlica, tampou-se com papel filtro impregnado em solu¢do 10% de NaOH e levou-se a
banho - maria a 100°C por cinco min. Removeu-se o papel de filtro e examinou-se sob luz UV.
A fluorescéncia amarela confirmou presencga de cumarinas.

Para a identificacdo de alcaloides, dividiu - se o filtrado em duas por¢des denominadas
A e B. Desenvolveu-se a pesquisa direta na porcao A, com distribuicao do filtrado de cada
planta em dois tubos de ensaio de 10 mL, gotejando os reagentes 1 a 2 gotas, fazendo
comparacao com branco. Observou-se turvacao e precipitacdo da amostra (Pereira; Oliveira;
Lemos, 2004).

A pesquisa confirmatéria foi feita com a por¢cédo B dos extratos aquosos, adicionando-se
hidréxido de amodnio (NH4OH) diluido até que o pH ficasse basico entre oito e nove.
Posteriormente, foram acrescentados sete mL de cloroférmio (CHCls) com extragdo cautelosa
por 10min. Apés decantacdo, a camada cloroférmica foi transferida para capsula de porcelana,
aquecida em banho-maria e evaporou-se até secura total do material. Dissolveu-se o residuo
em cinco mL de &cido sulfarico (H,SO,) a 1%, distribuiu a mistura em oito tubos de ensaio e
gotejou os reagentes. O resultado positivo foi verificado apds turvacdo e precipitagdo com

aparecimento de cor alaranjada a vermelho (Pereira; Oliveira; Lemos, 2004).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Apos depdsito de exsicatas no Herbario da Universidade Estadual de Montes Claros,
obtiveram - se os nimeros de identificagdo para S. adstringens (HMC 5769), D. mollis (HMC
314), A. crassiflora (HMC 326), E. contortisiliquum (HMC 554) e L. operculata (HMC 5770). Os
testes realizados com sementes e cascas de frutos das espécies foram positivos por causa da
formacdo de precipitados e surgimento de coloragdo e espuma, sendo negativos se houve

auséncia dos mesmos (Tab. 1).

Tabela 1-Triagem fitoquimica dos extratos aquosos de S. adstringens, D. mollis, E.

contortisiliquum, A. crassiflora e L. operculata
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PLANTAS ESTUDADAS CLASSE DE METABOLITO PESQUISADA
Nome Nome Partes Fendis Taninos Flavonoides Saponinas Esteroides/ Cumarinas  Alcaloides
Cientifico Popular

Conden Hidroli Triterpenos

sados saveis
S. adstringens Barbati- ~ Sementes + + - + + - + +
(HMC 5769) méao Cascas + + - + + - + +
de frutos
D. mollis
(HMC 314) Fava Sementes + - " + + + + +
d’anta Cascas + - + + + + + +
de frutos
E. contortisiliquum . Sementes * - + + + + . .
Tamboril
(HMC 554) Cascas + - + + + + + +
de frutos
A. crassiflora Pana Sementes + + - + + + . .
(HMC 326) Cascas + + - + + + + +
de frutos
L. operculata Buchinha ~ Sementes * ; + - + + - +
(HMC 5770) -do - Cascas + - + - + + _ +
Norte de frutos
200
201
202

203 Legenda: (+) Presenca da classe dos compostos secundarios; (-) auséncia das classes dos

204  compostos secundarios.

205 Fonte: Dos autores
206
207 Observou-se a presenca de taninos totais nos extratos das plantas, pela formagéo de

208 precipitados e decantados nitidos. Os tubos contendo os extratos de sementes e cascas de
209  frutos de “pand@” e “barbatimao” indicaram a presenca de taninos condensados ou catéquicos
210 (Tab. 1). Os resultados desse estudo foram semelhantes aos verificados por Souza et al.
211  (2007) e Mello et al. (2010). No entanto, os extratos de “fava d'anta”, “buchinha-do-norte” e
212  “tamboril” apresentaram taninos hidrolisaveis ou galicos. Esse tipo metabdlito secundario é
213  amplamente aplicado no curtume de couros (Almeida et al., 1998). No que refere a aplicacédo
214  terapéutica, os taninos previnem a peroxidacdo de lipidios e degradacdo de nucleotideos
215  (Pietta, 2000), e aceleram o processo de cicatrizacdo (Panizza et al, 1988). Os taninos
216  condensados possuem um amplo padrdo de distribuicdo nos vegetais quando comprados aos
217 hidrolisaveis, sendo encontrados em diversas familias de angiospermas como nas Anonaceas
218  (Paivaetal., 2002).

219 O desenvolvimento das coloracdes laranja e avermelhada na presenca do reativo de
220 Shinoda indicaram a presenca de flavonoides nos extratos de “barbatimao”, “fava d'anta”,
221 “pand” e “tamboril’, ndo sendo esses metabdlitos encontrados nos extratos de sementes e

222 cascas de frutos de buchinha-do-Norte. Os flavonoides, biossintetizados a partir da via dos
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fenilpropanodides, constituem uma importante classe de polifendéis, presentes em abundancia
entre os metabdlitos secundarios de vegetais. Sdo encontrados em maior quantidade nas
familias Leguminosae e Compositae (Martins et al, 1994). Este grupo é de interesse
econbmico, principalmente farmacol6gico, pois possui atividades antiinflamatorias,
antioxidantes e antivirais, entre outras (Macedo et al.,2007). Esses compostos naturais estdo
entre os mais disseminados no reino vegetal, registrando-se aproximadamente dois mil
compostos, no estado livre ou como glicosideos. As fungBes sdo variadas, constituindo
substancias do estresse de metabdlitos ou moléculas sinalizadoras. Segundo o mesmo autor, é
possivel observar efeito cardioprotetor capaz de reduzir a mortalidade por doencas coronarias,
atividade antiperoxidativa em nivel das membranas celulares do figado, antibacteriana, inibicdo
da atividade da tirosina kinase dos produtos oncogénicos e da sintese de DNA nas células
tumorais, impedindo assim a proliferacdo celular anormal. Ainda, apresenta acdo antidiarreica,
protecdo solar, estrogénica e benzodiazepinica (Costa, 2013).

A formacgédo de espuma estavel em tubo de ensaio, por intermédio de agitagdo vigorosa
dos extratos, revelou a presenca de saponina espumidica em todas as amostras (Tab 1).
Plantas que apresentam esses compostos possuem acgles farmacolégicas, tais como
hipocolesterolemiante, expectorante e cicatrizante (Lopes et al., 2009). As saponinas também
tém sido associadas as atividades hemolitica, antiviral, antiinflamatoria (Simdes et al. 2010) e
reducdo na falha congestiva cardiaca por de inibicdo do efluxo celular de fons sédio (Na”
(Schneider e Wolfling, 2004).

Os resultados para esteroides e triterpenoides foram negativos para os extratos do
barbatimdo, quando em comparagdo com o extrato bruto, apés a reacdo de Liberman -
Burchard. No entanto, foram positivos para sementes e cascas de frutos das outras espécies
analisadas nesse trabalho. N&o foi possivel observar cumarinas no extrato aquoso de L.
operculata, porém foram identificadas em S. adstringens, D. mollis, E. contortisiliquum e A.
crassiflora. Os esteroides sdo substéncias envolvidas no desenvolvimento e no controle do
sistema reprodutor humano, funcionando como cardiotdnicos, precursores de vitamina D,
anticoncepcionais orais, agentes antiinflamatérios e anabolizantes (Robbers et al., 1997).
Segundo Ikeda et al. (2008), triterpenos é o grupo mais importante de terpendides,
apresentando efeitos antiinflamatdrios, analgésicos, cardiovasculares e antitumorais. As
cumarinas sao ativos com acao anticoagulante e utilizados no tratamento de doencas de pele,

como psoriase, dermatoses e vitiligo (Leite, 2009).

CONCLUSAO
Nas plantas estudadas, os constituintes fitoquimicos identificados foram fendis, taninos,
flavonoides, saponinas, cumarinas, esteroides, terpenoides e alcaloides, que sugerem
potencialidade toxica, podendo também estar associados a atividades farmacoldgicas como
antiinflamatdria, antifingica, antioxidante e antimicrobiana. Nesse sentido, é importante
guantificar e avaliar os metabdlitos presentes nos vegetais com efeitos toxicos sobre a

reproducdo animal, a fim de direcionar a¢des preventivas e reduzir casos de intoxicacao.
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4. ARTIGO

4.1 Artigo 1 - Efeitos toxicologicos do extrato metandlico da casca do caule de

Stryphnodendron adstringens em camundongos

Este artigo foi elaborado conforme normas do Periédico Arquivo Brasileiro de Medicina
Veterinaria e Zootechia
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Efeitos toxicoldgicos do extrato metandlico da casca do caule de Stryphnodendron

adstringens em camundongos

Toxicological effects of the methanolic extract from the stem bark of Stryphnodendron
adstringens in mice
Janine Katia dos Santos Alves e Rocha” Neide Judith Faria de Oliveira' Raphael Rocha

Wenceslau"

*Janine Kétia dos Santos Alves e Rochas: janine.katia@funorte.edu.br; Farmacia das
Faculdades Integradas do Norte de Minas (FUNORTE), Montes Claros, Minas Gerais

RESUMO: Objetivou - se realizar ensaio toxicoldgico para investigar a toxicidade da casca do
caule de barbatimdo [Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville] por meio da determinagéo
da dose letal 50% (DLso) € 90% (DLgo). Para a investigacao da DLsge DLgg, 0S extratos foram
ressuspendidos em agua para injetavel e submetidos a diluicBes seriadas decimais, utilizando
o fator de diluicdo 1:10, obtendo extratos correspondendo a 1000, 100, 10, 1, 0.1, 0.01, 0.001 e
0.0001 mg/mL, posteriormente, inoculados por via intraperitoneal. Utilizaram-se oito grupos de
camundongos Swiss de ambos 0s sexos, sendo cinco animais por grupo, para cada extrato
vegetal, totalizando 90 animais por sexo. Ap0s inoculagdo, os animais foram observados por
sete dias para verificar a quantidade de animais mortos, doentes e sobreviventes. O estudo
toxicoldgico do extrato metandlico da casca do caule de barbatimao demonstrou, em
camundongos por via intraperitoneal, DLsy igual a 951mg/mL e DLgy 564,76 mg/mL,
classificando-o como muito téxico. Com a andlise dos resultados obtidos, conclui-se que
pesquisas devem ser realizadas com a finalidade de obter dados sobre a toxicidade das cascas
do caule do barbatimao em vias diferentes da intraperitoneal, para assegurar 0 uso em saude

humana e animal.

PALAVRAS-CHAVE: metabolitos secundarios, acdo embriotoxica, intoxicacdo, plantas

medicinais, camundongos, intraperitoneal.

ABSTRACT: The objective of this study was to investigate the toxicity of barbatimdo bark
[Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville] by determining the 50% lethal dose (LDsy) and
90% (LDgg). For the investigation of DLsy and DLg, the extracts were resuspended in water for
injection and subjected to serial decimal dilutions using the 1:10 dilution factor, obtaining
extracts corresponding to 1000, 100, 10, 1, 0.1, 0.01, 0.001 and 0.0001 mg/mL, thereafter
inoculated intraperitoneally. Eight groups of Swiss mice of both sexes were used, five animals
per group, for each plant extract, totaling 90 animals per sex. After inoculation, the animals were
observed for a period of seven days, to verify the amount of dead, sick and survivors animals.
The toxicological study of the haloalcoholic extract of barbatimdo bark showed in mice
intraperitoneally DLso equal to 95.1mg mL-1 and DLgy 564,76 mg mL-1, classifying it as very

toxic. With the analysis of the results obtained, it is concluded that research should be
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performed to obtain data on the toxicity of barbatimdo bark on different pathways of the

intraperitoneally, to ensure the use in human and animal health.

KEY WORDS: secondary metabolites, embryotoxic action, intoxication, medicinal plants, mice

INTRODUCAO

A utilizacdo dos fitoterapicos geralmente € empirica e as preparagdes, muitas vezes,
ndo seguem padrdes rigidos de controle de qualidade. Por isso, alguns protocolos terapéuticos
envolvendo plantas medicinais podem resultar em efeitos adversos (Turolla; Nascimento,
2006).

A farmacologia e a toxicidade de plantas utilizadas na medicina alternativa tém
recebido atencdo da comunidade cientifica. A verificagcdo das propriedades farmacoldgicas
el/ou terapéuticas e a investigacdo de possiveis atividades toxicolégicas sao imprescindiveis
para garantir seguranca no uso medicinal (Rebecca et al., 2002).

O barbatiméo representa cinco espécies, com distribuicdo geografica em todas as
regides do pais, principaimente no Cerrado, como Stryphnodendron adstringens, S. obovatum,
S. polyphyllum, S. coriaceum e S. rotundifolium. Apenas S. adstringens é denominada
barbatiméo verdadeiro, embora todas estas sejam empregadas como fitoterapicos. Além de
atuar como coadjuvante no processo cicatricial, essa planta possui outras propriedades
medicinais, como agente hemostético, antiinflamatdério, antidiarreico, adstringente (Branddo et
al., 2008), antimicrobiano (Bardal, 2011), estrogénico (Garcia et al., 2010) e antiofidico (Lucena
et al., 2009).

A planta sintetiza compostos secundarios, como taninos, que sdo predominantes no
vegetal e os principais responsaveis por valor farmacoldgico (Coelho et al., 2010). Sendo a
casca da arvore usada em varias pesquisas na forma de extratos fluidos (Barroso et al., 2010),
cremes (Lima, 2010) e pomadas (Hernandes et al., 2010). ApOs trabalhos etnobotanicos e
confirmacéo da eficacia terapéutica, a espécie foi inserida na lista da Relacdo Nacional de
Plantas Medicinais de Interesse do Sistema Unico de Satde (RENISUS) e no formulario de
fitoterdpicos da Farmacopeia Brasileira como produto cicatrizante (Farmacopeia Brasileira |,
2010; Sant’ana et al., 2014).

Sao necessarios mais estudos toxicoldgicos do extrato metandlico da casca do caule
de barbatimdo que demonstrem a toxicidade aguda desse vegetal por via intraperitoneal em
animais. Essa via é predominantemente usada em testes com animais para a injecdo de
drogas sistémicas e fluidos, por causa da facilidade de administracdo quando comparada com
outros métodos parenterais. Essa via é eficaz, pois h4 aumento da superficie de absor¢éo do
farmaco na cavidade peritoneal e rapidez de penetracdo na corrente sanguinea (Goodman;
Gilman, 2003). Diante desse contexto, a finalidade do trabalho foi avaliar a toxicidade do
extrato matanolico da casca do caule de barbatimdo via intraperitoneal e descrever efeitos

téxicos e mortalidade provenientes dessa administracao.
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MATERIAL E METODOS

A coleta do material vegetal foi realizada em porcao nativa do Cerrado do Norte do
Estado de Minas Gerais, na fazenda Rancho Nossa Senhora da Conceigdo, localizada a
margem direita do km 13, na rodovia BR 365, saida para Pirapora, situada no municipio de
Montes Claros. A determinacdo da massa, secagem, moagem e andlise da umidade da planta
foram feitas no Laborat6rio de Bromatologia do Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade
Federal de Minas Gerais, em Montes Claros. Exsicatas foram produzidas e a espécie
identificada no Herbario do Departamento de Botanica da Universidade Federal de Minas
Gerais (Herbario BHCB 141894), em Belo Horizonte, Brasil. A realizacdo da extracdo
hidrometandlica dos compostos ativos da planta, assim como avaliacdo da granulometria do
po, os processos de filtracdo, a destilacdo fracionada, a concentracdo, a reconstituicdo do
extrato aquoso e as identificacdes fitoquimicas ocorreram no Laboratdrio de Farmacognosia
das Faculdades Santo Agostinho, em Montes Claros - MG (Bardal, 2011).

Antes da operacdo extrativa da casca desidratada do caule de Stryphnodendron
adstringens, realizou-se a padronizacdo do diametro das particulas, com tamis oficial
correspondente a 425 pym. Este procedimento facilitou a extragéo pelo solvente por aumentar a
superficie de contato entre as fases da suspensao (Bardal, 2011).

A solucdo extrativa utilizada foi composta por agua para injetaveis e metanol na
proporcao de 1:1 (v/v). O extrato hidroalcodlico foi obtido por turbélise em homogeneizador
Silverson® L4R, dotado de haste e malha padrdo com orificios de 0,6 mm de diametro. Na
solucéo extrativa, composta por 2000 mL de &gua para injetaveis (condutividade 0,970 ps/cm e
pH 7,39) e 2000 mL de alcool etilico P.A foram previamente embebidas por 15 minutos e
depois suspensos 400 g das cascas pulverizadas e padronizadas em 425 ym de S. adstringens
(Sonaglio et al., 2007).

Procedeu-se, em cabine de fluxo laminar horizontal asséptica a filtracao esterilizante da
solucdo extrativa, em sistema de vazo pressurizado, para dois recipientes de vidro estéreis.
Para filtracdo utilizou-se tripla membrana filtrante, composta por dois pré-filtros e uma
membrana esterilizante. Os pré-filtros clarificantes apresentam membrana de microfibra de
vidro, com 257 mm de diametro (Milipore®, filtro AP152), e a outra, celulose, com poros
nominais de 0,45 ym e didmetro de 293 mm (Milipore®, filtro HAWP3). O terceiro filtro com
membrana esterilizante de poros absolutos, de 0,45 e 0,22 um, sintetizada em Nylon (Pall, filtro
Ultipor® N66). O extrato vegetal estéril foi armazenado em frasco de vidro esterilizado,
hermeticamente fechado, protegido da luz e sob refrigeracao 5 + 3°C (Bardal, 2011).

A mistura extrativa estéril foi submetida a destilagéo fracionada, em pressdo negativa de
25 PSI (1,72 bar; 1293 mm/Hg) no evaporador rotativo (Quimis® - modelo Q 344B1). A fonte de
aquecimento do sistema permaneceu a 65 + 4°C durante o procedimento, mantendo em 60
rpm o recipiente com o extrato, por 13 horas, para remover integralmente o metanol e 97,5%
da fragdo aquosa. O produto obtido foi armazenado em vidro, fechado, resguardado da luz e
em ambiente refrigerado, a 5°C + 3°C (Bardal, 2011).
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A amostra foi diluida em 500 mL de agua para injetaveis sendo entao definida a solugéo
e a concentracao (p/v) original utilizado em todo o experimento. O extrato aquoso obtido foi
previamente aquecido a 50°C + 2°C e mantido em agita¢cdo durante trinta minutos. Arrefecido
foi esterilizado por filtracdo, em cabine de fluxo laminar vertical, em ambiente asséptico. Para o
processo de filtragdo empregou-se membrana hidrofilica esterilizante, composta por fluoreto de
polivinilideno (PVDF), com poros absolutos de 0,22 ym e diametro de 47 mm (Milipore®, filtro
DURAPORE®) (Bardal, 2011). O filtrado foi acondicionado em trés frascos de vidro ambar,
estéreis, com capacidade de 200 mL, fechados hermeticamente com rolhas de silicone de 24
mm e recravados com capsulas de aluminio, sob refrigeracéo 5°C + 3°C (Bardal, 2011).

O extrato metandlico evaporado e liofilizado foi ressuspendido em agua para injetaveis,
submetido a diluicdes seriadas decimais utilizando-se o fator de diluicdo 1:10, sendo obtidas
solugdes correspondendo a 1000; 100; 10; 1; 0,1; 0,01; 0,001 e 0,0001 mg/mL. O controle
experimental foi composto por agua para injetaveis. Os protocolos experimentais foram
aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Minas
Gerais (CETEA - UFMG), n° 42/2008 em 10/09/2008. No anexo A, encontra-se a coOpia do
certificado de aprovagdo. O experimento in vivo foi realizado em 2011, no laboratério de
toxicologia e farmacologia do Instituto de Ciéncias Agréarias da UFMG.

Procedeu-se a inoculacao de 0,5mL da diluicdo na cavidade intraperitoneal, em cinco
camundongos Swiss de cada sexo para cada dose do extrato, totalizando 90 animais. Os
camundongos apresentaram peso médio de 43,12 gramas para machos e 47,1 para fémeas,
com minimo de 32 gramas e maximo de 72,3 gramas. A quantidade de extrato aplicada para
cada animal foi ajustada para o peso corporal dos camundongos. O delineamento experimental
foi inteiramente ao acaso em esquema fatorial com oito doses e dois sexos.

Os animais foram observados por sete dias apO0s a inoculacdo do extrato para
identificacdo de possiveis alteracdes organicas e comportamentais, que foram identificadas
como variaveis dicotbmicas definidas como presenca ou auséncia ou regular ou alterada. As
caracteristicas avaliadas foram: apetite, convulsdo, movimentos de pedalagem, respiracao,
contragdo abdominal, ericamento dos pélos, sonoléncia, locomocao, dispneia e morte. O
tempo para morte foi computado como variavel binaria e definida como morte em até um ou
apds um dia da aplicacao.

Para conhecimento da concentracao letal do extrato de barbatimdo capaz de causar
mortalidade de 50% e 90% dos individuos (DLsy € DLgg) foi utilizado modelo de regressao
considerando a morte como variavel binaria de resposta em fungdo da concentracdo do extrato
e do sexo dos camundongos. A analise foi realizada por meio do procedimento proc probit do
software SAS 9.4 (SAS Institute, 2014).

Foi realizada analise de correspondéncia multipla para mapeamento perceptual das
associacOes entre todas as variaveis estudadas e as doses do extrato de barbatimdo. A andlise
foi realizada por meio do procedimento proc corresp do software SAS 9.4 (SAS Institute, 2014).

Os camundongos sobreviventes foram anestesiados com solugdo de xilazina -

cetamina, sendo 8,75 mL de cetamina (100 mg/mL) e 1,25 mL de xilazina (100 mg/mL) e
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necropsiados. Apds necropsia, 6érgdos como estdmago, figado, bago, pancreas, coracao, rim,

intestinos e encéfalo foram pesados a fresco.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Animais tratados com o extrato metandlico da casca do caule de S. adstringens
apresentaram 80% de morte, apds administracao intraperitoneal do extrato, na concentragéo
de 1000 mg/mL. Ainda, quatro em 10 camundongos morreram para a concentracdo de 100
mg/mL, sendo eles todos do sexo feminino. Para as demais concentracGes ndo foi observada
morte dos animais.

A concentracdo do extrato de 1000 mg/mL possui efeito sobre a mortalidade dos
camundongos. O coeficiente de regressado do logaritmo da dose de aplicacédo foi igual a 1,66
(p<0,05), ou seja, quanto maior a dose, maior a mortalidade observada. As doses estimadas
gue causam letalidade de 50% e 90% dos camundongos foram 95,15 mg/mL (intervalo de
confianca: 19,33 mg/mL a 346,70 mg/mL) e 564,76 mg/mL (intervalo de confianga: 177,73
mg/mL a 9.998 mg/mL), respectivamente (Fig.1).

Figura 1- Probabilidade de morte de camundongos Swiss segundo a dose de administracdo
intraperitoneal do extrato metandlico evaporado, liofilizado e ressuspendido em agua para

injetaveis da casca do caule de S. adstringens
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Fonte: Dos autores, 2017

Experimento realizado por Rebecca et al. (2002), com extratos de barbatimao por via
oral, obteve-se DLsigual a 400 mg/kg. Segundo os mesmos autores, 0 extrato etandlico da
casca de barbatimao administrado por via oral em camundongos possui baixa toxicidade, pois
doses de até 2000 mg/kg néo foram capazes de provocar sinais de intoxicacdo e morte, porém,

a partir de 2699 mg/kg os animais apresentaram hipoatividade e morte. No entanto, ratos
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tratados por 30 dias, com a concentracdo de 1600 mg/kg do extrato de barbatimao,
apresentaram diminuicao significativa no peso do timo, mas ndo nas suprarrenais, rins baco,
estdmago e figado (Rebecca et al., 2002).

Em estudo semelhante realizado por Almeida et al. (2009) sobre a toxicidade aguda do
extrato hidroalcodlico das folhas do barbatimdo, administrado por via intraperitonial em
camundongos, para as doses diluidas 1:10 e 1:100, foram relatadas rea¢cBes estimulantes
como agitacdo, reacdo de fuga, movimentos estereotipados, piloerecdo, tremores finos e
grosseiros, alteragdo da marcha, aumento da frequéncia respiratoria, espasmos, entre outros.
Ap6s cinco minutos da administracdo do extrato, os efeitos observados passaram de
estimulantes para depressores, caracterizados por dispneia, sedacdo, palidez, prostracao,
cianose e morte. Sendo entdo, determinada a dose letal de 50% igual a 0,25mg/mL,
caracterizando o extrato hidroalcodlico das folhas do barbatimdo como muito téxico para
animais. Nesse estudo, obteve - se dose letal (DLsy) para extratos metanélicos da casca do
caule do barbatimdo administrados intraperitonealmente igual 95,15 mg/mL, podendo
classifica-o como muito téxico, segundo metodologia proposta por Schuartsman (1980) . Para
Repetto (1997), os extratos podem ser considerados de alta toxicidade quando a DL50% for
superior ou igual a 25mg/kg.

Nos oito grupos de fémeas de camundongos, foi possivel observar que nenhum dos
animais se interessou pela racao apods a aplicacdo do extrato, independente da concentragcédo
utilizada nessa pesquisa. A maior concentragdo do extrato metandlico da casca do caule de S.
adstringens (1000 mg/mL) administrado intraperitonealmente provocou a morte de quatro
animais desse grupo e todas as cinco fémeas apresentaram dificuldade de locomocgao apés a
administracdo do mesmo.

Ao aplicar a concentracdo de 100 mg/mL do extrato, todos os animais apresentaram
dificuldade de locomocao. Houve morte, porém no intervalo de 24 a 48 h ap0s 0 extrato ser
aplicado, diferentemente do primeiro grupo com maior concentracdo, no qual as mortes
puderam ser observadas quatro horas ap0s a aplicacdo. Para as fémeas do grupo trés, no qual
utilizou-se 10 mg/mL de extrato, foi possivel relatar dificuldades de locomo¢do e um animal
apresentou contracdo abdominal e sonoléncia. Para os animais que receberam 1mg/mL,
observou-se uma fémea com convulsdo, movimento de pedalagem e dificuldade respiratoria.
Provavelmente, as saponinas por serem capazes de formar complexos com esterdides e
fosfolipideos das membranas das células da mucosa intestinal, causam irritacdo na mesma.
Essa propriedade irritante sobre a mucosa possivelmente justifica o0 aumento das contor¢6es
abdominais a medida que ha aumento da dose na administracdo intraperitoneal (Mello et al.,
2010).

Nesse experimento, ao administrar a concentracdo de 0,1 mg/mL, foi possivel verificar
uma fémea morrendo imediatamente apos a aplicagdo do extrato. As outras quatro fémeas do
grupo, representando 80% dos individuos, ndo apresentaram tais sintomas. Assim como 0s
animais que receberam doses de 0,1; 0,001 e 0,0001 respectivamente, ndo manifestaram

guadro clinico semelhante aos citados acima.
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580 Algumas alteragdes comportamentais dos camundongos foram iguais para machos e
581 fémeas. A excecdo foi que a maioria dos machos se interessou pela racdo, apresentarem
582  dispneia e movimentos de pedalagem. Apds aplicacdo do tratamento de 1000 mg/mL, 100%
583  dos machos apresentaram pélos arrepiados, podendo ser verificado posteriormente a aplicacéo
584  que 80% dos animais foram a O6bito neste grupo. Entretanto, para a dose de 0,1 mg/mL
585 somente 25% dos animais apresentaram sinais de intoxicacdo, mas de todos 0s grupos
586  testados houve morte apenas de um camundongo. Possivelmente, as doses testadas
587  demonstraram ser estimulantes por causarem liberacdo de neurotransmissores excitatérios
588 ef/ou inibicdo da recaptacdo desses. Com a inibicdo da receptacdo, ha o aumento na
589 concentracdo dos neurotransmissores em contato com os receptores, potencializando, assim, a
500 atividade do circuito neuronal e, consequentemente a manifestacdo das alteracdes citadas
591 anteriormente (Goodman; Gilman, 2003).
592 Com a concentracdo de 0,001 mg/mL, dos cinco camundongos machos, apenas dois
503  apresentaram interesse pelo alimento. Em ambos os sexos, 0os sintomas da intoxicacédo
594  puderam ser percebidos a medida que as concentracdes do extrato foram aumentadas, sendo
595  aresposta considerada dose-dependente.
596 Além de modificagbes comportamentais, para a maioria das concentracdes do extrato
597  administradas nos camundongos, foi possivel verificar, apdés necropsia, alteracdes quanto ao
598 peso do figado, rins, pulmdes, coracdo, baco, encéfalo e intestinos, tanto em machos quanto
509 em fémeas (Tab. 1 e 2), demonstrando que possivelmente, os 6rgdos avaliados foram
600 lesionados pelo tratamento com o extrato metandlico da casca do barbatimdo. O peso corporal
601 também é um dos principais dados utilizados em avaliacdes toxicolégicas para indicar o
602  aparecimento de efeitos téxicos de substancias no organismo animal (Pires Junior et al., 2012).
603
604 Tabela 1 - Peso médio dos o6rgdos internos de camundongos machos inoculados
605 intraperitonealmente com extrato metandlico evaporado, liofilizado e ressuspendido em agua
606  para injetaveis de S. adstringens em diferentes concentracdes
Concentracéo Orgaos Média Peso Corporal (g)
(mg/mL) A B C D E F G H I J
0 04335 02215  3,9686  0,2319 14435 04139  6,6541  0,8785  0,5610  1,1763 45,25
1000 04172 03301  2,8541  0,2772  0,8561  0,4281 45391  0,9468  0,5175  1,4445 61,28
100 0,4046  0,2921  3,2011 0,565  0,9797 04557 53827  0,7988  0,5046  1,5581 50,50
10 0,4438  0,2637  4,0155 0,957  1,5353  0,3956  6,3372  0,7975  0,5762  1,4080 46,80
1 0,3972  0,2214 2,910 0,1969 05070 0,852 39533 07028 05326  1,3027 50,41
0,1 0,4805  0,2891  4,3622  0,2007 08181 04169 55153  1,0259  0,6127  1,3163 37,68
0,01 0,6104  1,5716  4,6342 0,668  0,7663  0,4169  6,5558  0,9646  0,5567  1,0940 58,15
0,001 05953  0,3368  4,3808 0,688  0,7578  0,4804  6,8509  0,9699  0,5852  1,7294 68,87
0,0001 0,4742  0,2220  3,2489  0,2133  0,5221  0,3207  4,7222  0,7622  0,5663  1,3679 45,58
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607 Legenda: A = Aparelho Respiratériog); B = Coragéog); C = Figado); D = Bago); E = Estdmago Cheiog); F = Estdmago

608  Vaziog); G = Intestinosg); H = Rinsy; | = Encéfalo e Medulag); J = Gordura Mesentéricag,

609 Fonte: Dos autores, 2017

610

611 Tabela 2 - Média dos 6rgdos internos de camundongos fémeas inoculados

612 intraperitonealmente com extrato metandlico evaporado, liofilizado e ressuspendido em agua

613  parainjetaveis de S. adstringens em diferentes concentracdes

614
Orgéos Média do Peso Corporal (g)
Concentragéo A B C D E F G ] 3
(mg/mL) H
0 0,3934 0,1985 2,0427 0,1806 1,4443 0,4140 6,6875 0,7844 05615 11,1726 40,75
1000 0,3227 0,2107 2,749  0,1894 0,8561 0,4281  4,5391 0,9471 05175 1,4445 47,92
100 0,5051 0,2979 2,3774 0,1272 09795 0,4552  5,3827 0,7988 0,5169 1, 5580 54,46
10 0,3698 0,1849 2,2257 0,1939 1,5353 0,3956  6,3372 0,7988 05762 1,1481 42,73
1 0,3972  0,2479  2,7943 0,2211 0,5070 0,2852  3,9533 0,8003 05326 1,3027 54,86
0,1 0,4322 0,2472 3,0756  0,2407 0,8181 0,4169 55753 0,7028 0,6127 11,3163 52,60
0,01 0,3712 0,2125 2,4493 0,1661 0,9663 0,4763 6,5586 0,9646  0,6428  1,0939 44,74
0,001 0,4332 0,2597 2,7076  0,2063 0,7557  0,4802  6,8509 0,9712 0,5835  1,7293 43,76
0,0001 0,4262 04268 2,3308 1,0751 0,5221 0,3207 4,7222 0,7622  0,5663  1,3679 42,89
(i)
616 Legenda: A = Aparelho Respiratériog);, B = Coracaog); C = Figado); D = Bago); E = Estdbmago Cheioy); F= Estdbmago
617  Vaziog); G = Intestinosy; H = Rinsy; | = Encéfalo e Medulag); J = Gordura Mesentéricag,
618 Fonte: Dos autores, 2017
619
620 Por meio da analise de correspondéncia foi possivel observar que as duas primeiras

621  dimensGes obtidas concentram 44,65% da variabilidade do mapa de correspondéncia (Fig. 2).
622 Pode-se notar com o mapa perceptual clara relacao entre a morte e as alteragcdes organicas
623 dos em camundongos de acordo com o aumento das dosagens administradas. Avaliando
624  conjuntamente as primeiras dimens6es formadas, percebe - se trés conjuntos de variaveis bem
625  definidas. Esses conjuntos definem associacdo entre as varidveis que os constituem. O
626 primeiro conjunto, formado pela concentracdo 100 mg/mL e a presenca de contracao
627  abdominal, sonoléncia, locomocéao alterada, dispneia e pélo ericado. O segundo, formado pela
628  concentracdo 1000 mg/mL e a morte dos animais. O terceiro, composto pelas demais doses e

629  aauséncia da maioria das alteracGes estudadas (Fig. 2).

631 Figura 2 - Gréfico da andlise de correspondéncia das doses de administracéo intraperitoneal do
632  extrato metandlico evaporado, liofilizado e ressuspendido em agua para injetaveis da casca do

633  caule de S. adstringens, em contraste com alteracdes organicas e comportamentais
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Legenda: ¢ apetite = presenca de apetite; s apetite = auséncia de apetite; ¢ convulsdo = presenca de convulsdo; s

convulsdo = auséncia de convulsdo; c pedal ¢ pedal = presenga de movimentos de pedalagem; s pedal = s pedal
auséncia de movimentos de pedalagem; resp norm = respiragdo regular; resp dif = respiracdo alterada; ¢ conab =
presenca de contracdo abdominal; s conab = auséncia de contracdo abdominal; ¢ peloar = presenca de ericamento dos
pelos; s peloar = auséncia de ericamento dos pélos; ¢ sonol= presenca de sonoléncia; s sonol = auséncia de
sonoléncia; loc norm = locomogé&o regular; loc dif = locomogdo alterada; ¢ disp = presenca de dispneia; s disp =
auséncia de dispneia; sobrev = sobreviveu; 6bito = morreu; n mor = sobreviveu; mor 1= morreu no primeiro dia; mor 2=
morreu apoés o primeiro dia.

Fonte: Dos autores, 2017

Fica evidente com a observacdo da mortalidade dos animais, a definicdo da dose letal
média (Fig. 1) e a analise de correspondéncia (Fig. 2) que a toxicidade aguda do extrato
metandlico evaporado, liofilizado e ressuspendido em agua para injetaveis da casca do caule
de S. adstringens aplicado intraperitonealmente em camundongos € dose dependente. A morte
rapida causada pela aplicacdo do extrato esta principalmente associada a concentracéo de
1000 mg/mL. O baixo tempo para morte dos animais ndo possibilitou a observacdao de
alteracBes organicas e comportamentais para a concentragdo 1000 mg/mL, as quais foram
observadas com maior intensidade para a concentracdo 100 mg/mL, pois nesta o0s
camundongos sobreviveram por mais tempo.

Segundo Ferreira et al. (2009), dentre os compostos secundarios presentes na casca do
barbatim&o, provavelmente as saponinas e 0s taninos sdo 0s responsaveis por alteracdes
nervosas e digestivas nos animais intoxicados por via oral. A toxicidade esta relacionada a

inibicdo enzimatica, a indisponibilizacdo de substratos e a agcdo nas membranas celulares, pois
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sdo capazes de se ligarem a proteinas, polissacarideos e ions, como ferro, manganés,
vanadio, cobre, aluminio e calcio (Sanches et al., 2007).

As reagbes comportamentais apds aplicacdo intraperitoneal do extrato metandlico
evaporado, liofilizado e ressuspendido em &gua para injetaveis da casca do caule de S.
adstringens podem decorrer de alteragces do equilibrio dos neurotransmissores excitatérios e
inibitérios. No entanto, quando administrado por via oral, € possivel observar diminuicdo da
excrecdo fecal pode ser observada com o aumento das doses do extrato vegetal,
provavelmente pela presenca de taninos. Por causa do alto peso molecular, essas moléculas
estéo relacionadas com a inibicdo da digestibilidade (Monteiro et al., 2005).

Rodrigues et al. 2005 observaram que a causa mortis na intoxicagdo por S. fissuratum
em caprinos, na administracdo via oral, se relaciona diretamente com a agdo de principios
téxicos presentes nas favas da planta, tais como saponinas triterpénicas. Esses compostos sdo
sintetizados por variadas espécies de plantas, e possuem estrutura anfipatica formada por
residuos hidrofilicos de aclcares ligados a aglicona hidrofébica composta por atomos de
carbono organizados em forma de anéis (Ferreira et al., 2009).

A combinacdo de sapogeninas apolares, derivadas do metabolismo das saponinas
triterpénicas e de moléculas hidrossoluveis contidas em algumas espécies de plantas podem
causar desde irritacdo até necrose severa e inflamacdo na parede do trato digestorio, por
causa da acdo litica sobre as membranas celulares (Mendonga et al., 2010). Ferreira et al.
(2009), demonstraram que além da acado citotdxica, a presenca de saponinas triterpénicas,
designadas stryphnosideos em plantas, as quais possuem capacidade de abrir canais de célcio
e potassio-dependentes nas membranas celulares de neurbnios e de células musculares,
causando hiperpolarizacao e supressao da atividade elétrica dessas células. Possivelmente,
esse mecanismo possa ter relagdo com os distdrbios nervosos e com as alteracBes
identificadas nas provas de funcao muscular dos animais intoxicados por espécies do género

Stryphnodendron (Mello, 2008) e que foram verificadas nesta pesquisa.

CONCLUSAO

O extrato metandlico evaporado, liofilizado e ressuspendido em agua para injetaveis da
casca do caule de S. adstringens e administrado por via intraperitoneal em camundongos
fémeas e machos apresentou-se toxico, pois as doses estimadas para letalidade de 50% e
90% dos camundongos foram 95,15 mg/mL e 564,76 mg/mL, respectivamente. Observaram -
se alteragcbes comportamentais e lesBes de o6rgdos internos, ocorrendo aumento da
mortalidade com a elevagéo progressiva da concentracdo do extrato, sendo esta considerada
dose-dependente. Apesar de comprovados beneficios da utilizacdo de Stryphnodendron
adstringens em farmacos, € necessario ter precaucdo pois esse pode ser tOxico e até causar a

morte de animais.
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ANEXO B
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e O ABMVZ comunicara a cada um dos inscritos, por meio de correspondéncia
eletrbnica, a participacdo no artigo. Caso um dos produtores do texto ndo concorde em
participar como autor, 0 artigo sera considerado como desisténcia de um dos autores e sua
tramitacdo encerrada.

Comité de Etica
E indispensavel anexar copia, em arquivo PDF, do Certificado de Aprovacdo do Projeto da
pesquisa que originou o artigo, expedido pelo CEUA (Comité de Etica no Uso de Animais) de
sua Instituicdo, em atendimento a Lei 11794/2008. O documento deve ser anexado em “Ethics
Conmitee” (Step 6). Esclarecemos que o nimero do Certificado de Aprovacao do Projeto deve
ser mencionado no campo Material e Métodos.
Tipos de artigos aceitos para publicacédo:

e Artigo cientifico
E o relato completo de um trabalho experimental. Baseia-se na premissa de que os resultados
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Secdes do texto: Titulo (portugués e inglés), Autores e Afiliacdo (somente na “Title Page” —
Step 6), Resumo, Abstract, Introducdo, Material e Métodos, Resultados, Discussao (ou
Resultados e Discussao), Conclusdes, Agradecimentos (quando houver) e Referéncias.
O numero de paginas ndo deve exceder a 15, incluindo tabelas, figuras e Referéncias.
O ndmero de Referéncias ndo deve exceder a 30.

e Relato de caso
Contempla principalmente as areas médicas em que o resultado € anterior ao interesse de sua
divulgacdo ou a ocorréncia dos resultados néo é planejada.
Secoes do texto: Titulo (portugués e inglés), Autores e Afiliacdo (somente na “Title Page” - Step
6), Resumo, Abstract, Introdugdo, Casuistica, Discussdo e Conclusdes (quando pertinentes),
Agradecimentos (quando houver) e Referéncias.
O numero de paginas ndo deve exceder a dez, incluindo tabelas e figuras.
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E o relato sucinto de resultados parciais de um trabalho experimental digno de publicacéo,
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Secoes do texto:Titulo (portugués e inglés), Autores e Afiliagdo (somente na “Title Page” - Step
6). Deve ser compacto, sem distincdo das sec¢des do texto especificadas para “Artigo
cientifico”, embora seguindo aquela ordem. Quando a Comunicagéo for redigida em portugués
deve conter um “Abstract” e quando redigida em inglés deve conter um “Resumao”.
O numero de paginas ndo deve exceder a oito, incluindo tabelas e figuras.
O ndmero de Referéncias ndo deve exceder a 12.
Preparacédo dos textos para publicacdo
Os artigos devem ser redigidos em portugués ou inglés na forma impessoal.

Formatacao do texto
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e O texto NAO deve conter subitens em nenhuma das secdes do artigo, deve ser
apresentado em arquivo Microsoft Word e anexado como “Main Document” (Step 6), no
formato A4, com margem de 3cm (superior, inferior, direita e esquerda), na fonte Times New
Roman, no tamanho 12 e no espacamento de entrelinhas 1,5, em todas as paginas e sec¢des
do artigo (do titulo as referéncias), com linhas numeradas.

e N&o usar rodapé. Referéncias a empresas e produtos, por exemplo, devem vir,
obrigatoriamente, entre paréntesis no corpo do texto na seguinte ordem: nome do produto,
substancia, empresa e pais.

Secbes de um artigo

e Titulo. Em portugués e em inglés. Deve contemplar a esséncia do artigo e nao
ultrapassar 50 palavras.

e Autores e Afiliacdo. Os nomes dos autores sao colocados abaixo do titulo, com
identificacdo da instituicdo a qual pertencem. O autor e 0 seu e-mail para correspondéncia
devem ser indicados com asterisco somente no “Title Page” (Step 6), em arquivo Word.

e Resumo e Abstract. Deve ser o mesmo apresentado no cadastro contendo até 200
palavras em um s0 paragrafo. Nao repetir o titulo e ndo acrescentar revisdo de literatura. Incluir
os principais resultados numéricos, citando-os sem explica-los, quando for o caso. Cada frase
deve conter uma informacao completa.

e Palavras-chave e Keywords. No maximo cinco e no minimo duas*.

* na submissao usar somente o Keyword (Step 2) e no corpo do artigo constar tanto keyword
(inglés) quanto palavra-chave (portugués), independente do idioma em que o artigo for
submetido.

Introducédo. Explanacdo concisa na qual os problemas serdo estabelecidos , bem como a
pertinéncia, a relevancia e os objetivos do trabalho. Deve conter poucas referéncias, o
suficiente para baliza-la.

Material e Métodos. Citar o desenho experimental, o material envolvido, a descricdo dos
métodos usados ou referenciar corretamente os métodos ja publicados. Nos trabalhos que
envolvam animais e/ou organismos geneticamente modificados deverdao constar
obrigatoriamente o namero do Certificado de Aprovacao do CEUA. (verificar o Item Comité
de Etica).

Resultados. Apresentar clara e objetivamente os resultados encontrados.

e Tabela. Conjunto de dados alfanuméricos ordenados em linhas e colunas. Usar linhas
horizontais na separacdo dos cabecalhos e no final da tabela. O titulo da tabela recebe
inicialmente a palavra Tabela, seguida pelo nimero de ordem em algarismo arabico e ponto
(ex.: Tabela 1.). No texto, a tabela deve ser referida como Tab seguida de ponto e do nimero
de ordem (ex.: Tab. 1), mesmo quando referir-se a varias tabelas (ex.: Tab. 1, 2 e 3). Pode ser
apresentada em espacamento simples e fonte de tamanho menor que 12 (o menor tamanho
aceito € oito). A legenda da Tabela deve conter apenas o indispensavel para o seu
entendimento. As tabelas devem ser obrigatoriamente inseridas no corpo do texto de

preferéncia apés a sua primeira citagao.
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e Figura. Compreende qualquer ilustracdo que apresente linhas e pontos: desenho,
fotografia, grafico, fluxograma, esquema etc. A legenda recebe inicialmente a palavra Figura,
seguida do numero de ordem em algarismo arabico e ponto (ex.: Figura 1.) e € citada no texto
como Fig seguida de ponto e do nimero de ordem (ex.: Fig.1), mesmo se citar mais de uma
figura (ex.: Fig. 1, 2 e 3). Além de inseridas no corpo do texto, fotografias e desenhos devem
também ser enviados no formato JPG com alta qualidade, em um arquivo zipado, anexado no
campo proprio de submissdo, na tela de registro do artigo. As figuras devem ser
obrigatoriamente inseridas no corpo do texto de preferéncia apds a sua primeira citacdo.

e Nota: Toda tabela e/ou figura que ja tenha sido publicada deve conter, abaixo da
legenda, informacdo sobre a fonte (autor, autorizacdo de uso, data) e a correspondente
referéncia deve figurar nas Referéncias.

Discussdo. Discutir somente os resultados obtidos no trabalho. (Obs.: As se¢Bes Resultados e
Discussao poderao ser apresentadas em conjunto a juizo do autor, sem prejudicar qualquer
uma das partes).

Conclusfes. As conclusdes devem apoiar-se nos resultados da pesquisa executada e serem
apresentadas de forma objetiva, SEM reviséo de literatura, discusséao, repeticao de resultados

e especulacgoes.

Agradecimentos. Nao obrigatério. Devem ser concisamente expressados.

Referéncias. As referéncias devem ser relacionadas em ordem alfabética, dando-se
preferéncia a artigos publicados em revistas nacionais e internacionais, indexadas. Livros e
teses devem ser referenciados o minimo possivel, portanto, somente quando indispensaveis.

Sao adotadas as normas gerais da ABNT, adaptadas para o ABMVZ, conforme exemplos:

Como referenciar:

1. Citag8es no texto

¢ A indicacao da fonte entre parénteses sucede a citacdo para evitar interrupcdo na
sequéncia do texto, conforme exemplos:

e autoria Unica: (Silva, 1971) ou Silva (1971); (Anuério..., 1987/88) ou Anuario...
(1987/88);

. dois autores: (Lopes e Moreno, 1974) ou Lopes e Moreno (1974);

e mais de dois autores: (Ferguson et al., 1979) ou Ferguson et al. (1979);

e mais de um artigo citado: Dunne (1967); Silva (1971); Ferguson et al. (1979) ou
(Dunne, 1967; Silva, 1971; Ferguson et al., 1979), sempre em ordem cronol6gica ascendente e
alfabética de autores para artigos do mesmo ano.

e Citacdo de citacdo. Todo esforco deve ser empreendido para se consultar o documento
original. Em situacBes excepcionais pode-se reproduzir a informacdo ja citada por outros
autores. No texto, citar o sobrenome do autor do documento ndo consultado com o ano de
publicacdo, seguido da expressdo citado por e o sobrenome do autor e ano do documento

consultado. Nas Referéncias deve-se incluir apenas a fonte consultada.
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e Comunicacdo pessoal. Ndo faz parte das Referéncias. Na citacdo coloca-se 0

sobrenome do autor, a data da comunicagao, nome da Instituicdo a qual o autor é vinculado.

2. Periédicos (até quatro autores citar todos. Acima de quatro autores citar trés autores et al.):
ANUARIO ESTATISTICO DO BRASIL. v.48, p.351, 1987-88.
FERGUSON, J.A.; REEVES, W.C.; HARDY, J.L. Studies on immunity to alphaviruses in foals.
Am. J. Vet. Res., v.40, p.5-10, 1979.
HOLENWEGER, J.A.; TAGLE, R.; WASERMAN, A. et al. Anestesia general del canino. Not.
Med. Vet., n.1, p.13-20, 1984.
3. Publicagdo avulsa (até quatro autores citar todos. Acima de quatro autores citar trés
autores et al.):
DUNNE, H.W. (Ed). Enfermedades del cerdo. México: UTEHA, 1967. 981p.
LOPES, C.A.M.; MORENO, G. Aspectos bacteriolégicos de ostras, mariscos e mexilhdes. In:
CONGRESSO BRASILEIRO DE MEDICINA VETERINARIA, 14., 1974, S&o Paulo. Anais... S&0
Paulo: [s.n.] 1974. p.97. (Resumo).
MORRIL, C.C. Infecciones por clostridios. In: DUNNE, HW. (Ed). Enfermedades del cerdo.
México: UTEHA, 1967. p.400-415.
NUTRIENT requirements of swine. 6a ed. Washington: National Academy of Sciences, 1968.
69p.
SOUZA, C.F.A. Produtividade, qualidade e rendimentos de carcaca e de carne em bovinos de
corte. 1999. 44f. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria) — Escola de Veterinaria,
Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte.
4. Documentos eletrénicos (até quatro autores citar todos. Acima de quatro autores citar trés
autores et al.):
QUALITY food from animals for a global market. Washington: Association of American
Veterinary Medical College, 1995. Disponivel em: <http://www. org/critcal6.htm>. Acessado
em: 27 abr. 2000.
JONHNSON, T. Indigenous people are now more cambative, organized. Miami Herald, 1994.
Disponivel em: <http://www.summit.fiu.edu/ MiamiHerld-Summit-RelatedArticles/>. Acessado
em: 5 dez. 1994.
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OBS.: Quando os dados para a nota fiscal forem diferentes dos dados do autor de
contato deve ser enviado um e-mail para abmvz.artigo@abmvz.org.br comunicando tal

necessidade.
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