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Resumo

Este trabalho faz parte de um projeto de pesquisa em
bioprospecgdo implementado pelo Laboratério de Extracdo da
Universidade Paulista (UNIP) com o objetivo de identificar extratos
vegetais e novos produtos naturais antitumorais e antibacterianos.
Dentre muitos extratos que apresentaram atividade biolégica nos
modelos in vitro, este projeto visou o estudo de dois deles, o extrato
organico obtido do caule de Abarema auriculata (n°689) e o extrato
organico obtido do caule de Symphonia globulifera (n°® 1257). Estudos
prévios demonstraram que o extrato de A.auriculata (EB- 689)
apresentou atividade antitumoral contra células de tumor de mama, de
sistema nervoso central e de préstata. Ja o extrato de S. globulifera (EB-
1257) apresenta atividade contra Enterococcus faecalis e
Staphylococcus aureus. A partir da identificagdo de extratos ativos in
vitro, a necessidade de se testar extratos e seus produtos em animais de
laboratorio € o passo natural a ser seguido. Porém, antes que estudos
farmacolégicos sejam efetivamente realizados, € importante que alguns
estudos toxicolégicos sejam feitos, de modo a se caracterizar possiveis
efeitos indesejados que podem interferir na atuagéo farmacoldgica plena
dos compostos ativos. Para tanto, foram selecionados ensaios
toxicolégicos agudos que proporcionam a observacédo de efeitos
indesejados, caso ocorram, em um numero significante de sistemas
fisiol6gicos de camundongos. Esses ensaios foram feitos em duas
etapas. Na primeira executou-se uma prospecc¢ao dos efeitos toxicos de
diferentes concentragcdes do extrato, seus efeitos na atividade geral
observada em campo aberto e a resposta em labirinto em cruz elevada.
Ao final dessa etapa os camundongos foram necropsiados. Na segunda
etapa, investigaram-se os efeitos da dose ndo letal dos extratos seguida

também da observacéo da atividade geral em campo aberto dos animais.



ABSTRACT

This study is part of a research project on bioprospecting
implemented by the Laboratory of Extraction of Universidade Paulista
(UNIP) in order to identify plant extracts and new natural products and
antitumor antibiotics. Among these extracts that showed biological
activity in vitro models, the present research aimed to study two of them,
the organic extract obtained from stem Abarema auriculata (No. 689) and
the organic extract obtained from the stem of Symphonia globulifera (No.
1257). In this respect, previous studies showed that the extract.
A.auriculata (EB-689) presented antitumor activity against tumor cells in
breast, central nervous system and prostate. The extract of S. globulifera
(EB-1257) shows activity against Enterococcus faecalis and
Staphylococcus aureus. Before the pharmacological studies to be
carried out, it is important that toxicological studies be made in order to
identify possible unwanted effects that may interfere with the
performance of the full pharmacological active compounds. Thus the
main objective of the present study was to established the toxicological
profile of the EB-689 and the EB-1257 throughout a toxicity test
performed in animals using a number of physiological systems of mice.
These tests were performed in two steps. The first series of experiments
investigated the toxicity of different concentrations of both the extract, its
effects on general activity in open field and plus maze. At the end of this
stage the mice were autopsied. In the second step, the signs of toxicity
and the mice general activity observed in the open field were assessed
after the administration of the extracts non-lethal dose.
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1 INTRODUGAO

Este trabalho faz parte de um projeto de pesquisa em
bioprospecgdo implementado pelo Laboratério de Extracdo da
Universidade Paulista (UNIP) com o objetivo de identificar extratos

vegetais e novos produtos naturais antitumorais e antibacterianos.

Dentre muitos extratos que apresentaram atividade biolégica nos
modelos in vitro, este projeto visou o estudo de dois deles, o extrato
organico obtido do caule de Abarema auriculata (n°689) e o extrato
organico obtido do caule de Symphonia globulifera (n°® 1257). Estudos
prévios demonstraram que o extrato de A.auriculata (EB- 689)
apresentou atividade antitumoral contra células de tumor de mama, de
sistema nervoso central e de prostata (Suffredini et al, 2006). A tabela 1
mostra a relagao dos indices de letalidade obtidos dos extratos testados
a uma concentracdo de 100 pg/mL em células tumorais humanas. O
extrato de S. globulifera (EB-1257) apresenta atividade contra
Enterococcus faecalis e Staphylococcus aureus (Suffredini et al. , 2007a
; Suffredini et al. , 2006) .

Os extratos selecionados foram obtidos de espécies vegetais cujo
montante de informacgdes relacionadas com estudos farmacoldgicos,
toxicolégicos ou fitoquimicos s&o limitados ou inexistentes. Nesses
relatos da literatura, as espécies citadas neste projeto sdo pouco
estudadas, havendo necessidade de se tomar como referéncia estudos

realizados com plantas proximas em termos taxonémicos.



Tabela 1. Relagédo de letalidade de extratos da Simphonia globulifera e
A.auriculata em células tumorais humanas de mama, préstata e no sistema
nervoso central.

Mama Préstata Sistema nervoso
central
A.auriculata Nao ativo -32,66 -24,69
Symphonia -10,38 N&o ativo N&o ativo
globulifera
Referéncias (Suffre (Suffredi (Suff
bibliograficas dini et al. ni et al. 2006) redini et al.
2007a) 2007Db)
Enterococcus Staphylo
faecalis coccus aureus
A.auriculata Nao ativo N&o ativo
Symphonia 40 pg/mL 40 pg/mL (Suff
globulifera (MIC=MBC) (MIC=MBC) redini et al.
2006)

1.1 Sobre a A.auriculata (fabaceae, mimosoidae) EB- 689

Abarema é um género de grandes arvores pertencentes a familia

Fabaceae. Sao espécies tropicais distribuidas pela América até o México

(Abarema idiopoda) e Bolivia. A maioria das espécies é encontrada na

bacia Amazbnica e nas terras altas da Guiana. Tém folhagem verde

escura com folhas bipinadas. De acordo com a revisdo do Barneby e

Grimes (1996) e Giulietti et al. (2005) o género inclui cerca de 45

espécies. A distribuicdo geografica da A. auriculata encontra-se na figura

abaixo.
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Fig.1 Distribuicdo do género Abarema (pontos amarelos).

http://www.barcodinglife.com/views/taxbrowser.php?taxid=209502

Segundo os trabalhos de Iganci e Morim (2009) e Lewis e Rico-
Arce (2005), a familia Leguminosae Adans compreende cerca de 730
géneros e 19.400 espécies. No Brasil, existem cerca de 176 géneros e
3.200 espécies de Leguminosae (Giulietti et al. 2005). Estudos
filogenéticos demonstram a existéncia de monofiletismo da familia,
adotando-se a classificacdo tradicional em trés subfamilias
(Caesalpinioideae, Mimosoideae e Papilionoideae). No tratamento mais
recente para Leguminosae (Lewis et al. 2005), Mimosoideae abrange
quatro tribos: Acacieae Dumort., Ingeae Benth., Mimoseae Bronn e
Mimozygantheae Burkart. A tribo Ingeae é caracterizada por numerosos
estames com filetes unidos em tubo; os frutos sdo, na grande maioria, do
tipo legume e apresentam adaptacbes a diferentes agentes dispersores
(Bentham 1865). No mais recente tratamento da tribo Ingeae (Lewis et
al. 2005), sao reconhecidos 36 géneros (24 destes endémicos do Novo
Mundo) e 935 a 966 espécies, distribuidos nas regides tropicais,
subtropicais e temperadas. O Brasil estima-se que existam 16 géneros e
cerca de 327 espécies.



O género Abarema € reconhecido como género monofilético
(Grimes,1995), posicionado na tribo Ingeae, no grupo denominado
“‘Abarema-alliance”. Na flora brasileira sao citadas 30 especies com
centros de diversidade na Floresta Amazbnica e na Floresta Pluvial
Atlantica (Barneby & Grimes 1996; Iganci & Morim, 2009).

Com relacdo a sua classificacdo, ndo é citada na Flora
Brasiliensis. A.auriculata da Amazbnia € classificada no Herbario
Neotropica como do género Fabaceae No International Legume

Database and Information Service (ILDIS)- http://www.ildis.org - €

classificada entre as Leguminosa (Febaceae): Reino Plantea, Divisdo
Magnoliophyta, Classe: Magnoliopsida, Ordem: Fabales, Familia:

Fabaceae, Subfamilia: Mimosoideae, Tribo: Ingeae, Género: Abarema

A.auriculata ndo  apresenta  estudos fitoquimicos ou
farmacolégicos. Os extratos metandlico (EM) e aquoso quente (AH) e
aquoso frio (AC) da casca do caule de A. cochliacarpos foram avaliados
quanto a atividade antinociceptiva, obtendo-se como resultados de 68%,
73% e 39%, respectivamente, e as analises fitoquimicas qualitativas
revelaram resultados positivos para saponinas, catequinas, taninos,

fendis e antraquinonas (SILVA et al 2009).

Para a subfamilia Mimosoideae relata-se a presencga de lectinas
em Parkia platycephala (Gallego del Sol et al., 2002), a presenga de
saponinas triterpendides inibidoras da ativagdo de NFKappa-$ (Haridas
et al., 2001) e supressoras de mutagbes em H-ras e aneuploidia em
modelo experimental com carcinogénese em pele murina (Hanausek et
al.,, 2001). Uma das espécies mais estudadas a A. cochliacarpos,
popularmente denominada de barbatim&o, € uma planta nativa brasileira,
encontrada, principalmente, na Mata Atlantica. A decocgao de casca do
caule é usada frequentemente como medicamento tradicional para
cicatrizagéo de feridas, como analgésico, anti-inflamatério, antisséptico e
para o tratamento de leucorreia, entre outros usos (Agra et al. 2008;

Silva 2006). A solugdo aquosa do extrato alcodlico da casca reduz a



leséo gastrica (Silva 2003) e o extrato hidroalcodlico da casca apresenta
atividade antimicrobiana (de Araujo et al. 2002; Santos et al. 2007).
Nesses extratos sugeriu-se a presenca de taninos, triterpenoides e

cathequinas.

Silva et al. (2009) identificaram atividade antinociceptiva dos
extratos aquosos e metandlico produzidos com a casca do caule de
A.cochliacarpos, uma espécie da Mata Atlantica com diversas indicagdes
populares. Ambos os extratos apresentam atividade analgésica quando
avaliados pelo teste das contor¢cbes abdominais induzidas pelo acido
acético via intraperitonial, apresentando respostas superiores as drogas
usadas como referéncia, bem como no modelo da dor induzida por
capsaicina. A avaliacdo fitoquimica desses extratos demonstrou a

presenca de saponinas, catequinas, taninos, fenois e antraquinonas.
1.2 Sobre a S. Globulifera (Clusiaceae) EB- 1257

S. globulifera € uma arvore tropical com uma histéria que remonta
a cerca de 45 milhdes de anos, na Africa. E uma arvore de copa de
florestas tropicais primarias em todo o Neotropico e Africa, apesar de
seus 17 congéneres serem restritos a Madagascar. Recebe a
denominagéo de Anani, na Amazénia e Guanandi, no Sudeste do Brasil.
E considerada um féssil vivo em estudo genético de dispers&o realizado
por Dick & Heuertz (2008).

E classificada pela Flora Brasiliensis (Suppl. pl. 302 1781 ,1782]
em: fam.__Guttiferae__(Clusiaceae)__; subfam. Clusioideae ; trib.

Moronobeae_; Symphonia_ L f. ;S. globulifera Linn .f.

Pode ser identificada no campo pela combinagdo de folhas
opostas simples, latex amarelo brilhante e raizes aéreas. Ha alguma
variagdo morfologica nas regides Neotropicais, embora a S. globulifera
normalmente se apresente como grande arvore do dossel. Em algumas
populagbes na Costa Rica aparecem apenas como arvoretas em sub-
bosque com um tamanho adulto reprodutivo de menos de 10 cm

didmetro a altura do peito (DAP). Na Guiana Francesa, apresenta-se



como arvores grandes, folhas e flores grandes com a forma comum, e &
tratada como espécie separadas por trabalhadores locais. Nada disto foi
ainda considerado suficiente para merecer uma divisdo de variacéo
morfologica de S. globulifera em mais de uma espécie Neotropical (Dick
& Heuertz 2008), a espécie é hermafrodita com flores vermelhas
brilhantes, visitadas por macacos e passaros bananaquits (Coereba
flaveola). Os morcegos parecem ser o principal agente de dispersao,
embora os passaros, macacos e até mesmo os ruminantes foram
relatados como potenciais vetores (Aldrich et al. 1998). Possui um néctar
servindo de alimentagdo para as aves, incluindo beija-flores, que
polinizam as pequenas flores vermelhas (Dick & Heuertz 2008). Ja se
detectou destruicdo macica dessa planta em algumas areas por

macacos da espécie Ateles geoffroyi (Riba-Hernandez et al. 2005).

O género de Symphonia tem fosseis, morfologicamente distintos
de pélens utilizados pela industria do petréleo em estudos estratigraficos.
Por esse motivo, registra-se um grande numero de amostra de fosseis
de S. globulifera na Africa e nos paises neotropicos. Os fosseis
combinados e provas de DNA indicam que S. globulifera migrou da
Africa para a regido neotropical através de dispersdo. As primeiras
evidéncias aparecem em depoésitos em meados do Eoceno na Nigéria.
Depois de um registro de fosseis de 30 milhdes de anos na Africa
equatorial, o pdlen desse género apareceu abruptamente nos
sedimentos do Mioceno ao largo da costa da Venezuela e Brasil. Foi,
também, relatada a partir de meados do Plioceno em sedimentos do
México e Sudeste Costa Rica . Além disso, em particular, o estudo de S.
globulifera sugere que populagbes de arvores da floresta tropical séo
mais diferenciadas na América Central do que em escalas espaciais

semelhantes na bacia amazénica (Dick & Heuertz 2008).

Partes dessa planta ou a prépria planta s&o empregadas
medicinalmente. Por exemplo, nas provincias do sul e do leste de
Camarbes, é utilizada como laxante para as mulheres gravidas e um

tonico geral (Nkengfack et al. 2002). Nesse caso, os autores isolaram e



caracterizaram dois novos derivados de xantona com grupos
isoprenoides nomeado globulixantonas A e B no extrato da casca da raiz
dessa planta extraido com cloreto de metileno-metanol (1:1)). Para
afecgdes cutaneas, foram encontrados os seguintes dados: - Clusiaceae:
Vismia macrophylla Kunth (AL-05), (a) local de coleta: Bacia do Médio
Caqueta, (b) Nome comum: Lacre, nome Uitoto: Yiikoai (Yii = que muda
de cor;-Al = arvore de pequeno porte). As folhas levemente torradas séo
utilizadas como um curativo sobre acidentes ofidicos e colocado em cima
das feridas. A casca é usada externamente, no tratamento de infec¢des
cutaneas, enquanto a resina é usada para a condi¢do conhecida como
"carate", e a seiva € usada no tratamento de problemas relacionados
com a visdo. A decocgdo da casca é esfregada sobre a pele para o

tratamento da leishmaniose cutanea (Lopez et al. 2001).

Espécies de Symphonia, encontradas em varzeas de florestas
tropicais, ja foram amplamente investigadas fitoquimicamente e quanto
aos seus efeitos biolégicos (Marti et al. 2010) detectaram do extrato etil-
acetato da casca das raizes da S.globulifera, grande atividade
antimalarica (97% a 10ug/mL). A investigacdo fitoquimica desse extrato
levou ao isolamento de nove compostos do tipo acilfloroglucinois
poliprenilados policiclicos (PPAPs) e dois derivados oxidados. Todos
compostos apresentaram atividade antimalarica com concentracao
inibitéria 50% variando de 2,1 A 10,1 Mm. Ngouela et al (2006)
detectaram também atividade antimalarica em uma xantona denominada
gaboxantona, isolada da casca da semente de S. globulifera, junto com
outros conhecidos, como sistosterol, acido oleandlico e citrato de metila.
A estrutura do composto foi determinada como 5,10-dihidroxi-8,9-
dimetoxi-2,2-dimetil-12-(3-metilbut-2-enil) pirano [3,2-b]xanten-6(2H)-ona,
por meio de analises espectroscopicas. Bayma et al. (1998) isolaram da
casca da raiz de S. globulifera uma nova xantona prenilada,
ananixantona. Nkengfack et al. (2002), usando fracionamento
biodirecionado do extrato da casca da raiz de S. globulifera, isolaram

estigmasterol e duas novas xantonas com unidades isoprenoides,



denominadas globulixantonas A (1) e B (2).

compostos foram elucidadas por

apresentaram citotoxicidade significante contra células KB.

As estruturas desses
espectroscopia e em outras

Estudos realizados pelo grupo demonstram que esses extratos

apresentaram atividade biolégica em modelos in vitro contra células

tumorais e contra bactérias patogénicas. A identificacdo dos compostos

responsaveis por tal atividade, assim como informacgbes a respeito da

toxicidade do extrato ainda nao foram descritos.

A tabela a seguir apresenta uma revisao quimica e farmacoldgica

do género.

Tabela 2. Metabolitos secundarios isolados de Symphonia globulifera.

Simfoxantona

Globuxantona

Ugaxantona

o o< Mbarraxantona

madeira

madeira

LOCKSLEY
et al 1966a

LI et al 2002

LOCKSLEY
et al 1966b

LOCKSLEY
et al 1966¢



E( H Guttiferona A Raizes GUSTAFSO
N et al 1992

NGOUELA
et al 2006

o j Cascas das
sementes
LENTA et al
2007

Folhas

Guttiferona B Raizes GUSTAFSO
N et al 1992

el Guttiferona C

D Guttiferona D

Ananixantona Casca GUSTAFSO
oo% N et al 1992

NGOUELA
et al 2006

LENTA et al
2007



Globulixantona

Globulixantona
B

Globulixantona
C

Globulixantona
D

Globulixantona
E

Morelloflavona

GB-2

Casca de

raizes

Cascas da

raizes

Folhas

10

NKENGFAC
K et al
2002a

NKENGFAC
K et al
2002b

LI et al 2002
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Gaboxantona Cascas das
sementes
Simfonin
Globuliferin
Sitosterol Cascas das
sementes
Xantona V4 Folhas

7-epi-isogarcinol

11

NGOUELA
et al 2006

NGOUELA
et al 2006

LENTA et al
2007
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1.3 Estudos Toxicoldgicos e seu Contexto na Descoberta de Novos

Farmacos a partir de Plantas Brasileiras

Para que os ensaios farmacolégicos possam ser realizados com
seguranca e responsabilidade ética, € imprescindivel que alguns estudos
toxicologicos devem ser feitos de antemao, de modo a se dar inicio ao
estabelecimento da dose terapéutica. Um dado de importancia é a dose
letal 50%, que hoje é protagonista de discussbes cientificas, éticas e

filosoficas.

A necessidade de se estabelecer os parametros toxicoldgicos de
uma nova droga de qualquer natureza, seja vegetal, sintética, seja
animal, em animais de laboratério, € uma das condigbes fundamentais

para o desenvolvimento de novos farmacos.

Segundo diretrizes aceitas, como o tratado de Nurenberg e a
Declaracao de Helsinki (1964, e revisada em 1975), os experimentos em
humanos devem ser planejados e precedidos por experimentos

realizados em animais, por outro lado, grupos de manifestantes contra a
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utilizacado de animais em experimentos cientificos tém chamado atencao

ao fato do uso indiscriminado de animais de laboratério.

Visto que as questdes éticas ficaram em evidéncia, a otimizagéo
do uso de animais, assim como a otimizagcdo do delineamento
experimental baseado em estudos estatisticos, como poder do teste, e
mesmo a observagédo preliminar da tendéncia de toxicidade, em
particular nos experimentos realizados com amostras complexas como
extratos vegetais, vém ao encontro da necessidade de se considerar os
trés principios introduzidos por Russel e Burch, em 1959 (Artigo 7 da
Diretiva 86/609/EEC), conhecidos como os trés Rs: “replacement’,
‘reduction” e “refinement”’, que, quando traduzidos podem significar a
recolocagdo, a redugdo e o refinamento como direcionadores do

delineamento experimental em toxicologia.

A recolocagdo seria a substituicdo dos ensaios in vivo por
experimentos in vifro e experimentos baseados em modelos
computadorizados. A redugdo seria a utilizacdo de ferramentas
estatisticas para orientar o delineamento experimental, de modo que um
numero significante de animais seja utilizado para a pesquisa. Aqui,
podem-se introduzir novos protocolos experimentais. E, por ultimo, o
refinamento envolve o0s cuidados necessarios para minimizar o
desconforto do animal durante os experimentos, desde acomodacao
adequada, anestesia, analgesia, manter a qualidade do pessoal

envolvido na sua manipulagao.

Este trabalho envolve ndo somente a questao ética, como também
a questdo de se estudar, com fins de se obter um medicamento no
futuro, espécies vegetais coletadas de areas de protecdo ambiental
brasileiras. Esta breve revisao da literatura deixa claro que as analises
referentes as respostas toxicoldégicas e outras que se possam obter in
vivo ndo foram publicadas até o momento, e tais estudos sé&o
importantes na estratégia de isolamento de compostos potencialmente
uteis em Farmacologia. A partir da identificagdo de extratos ativos in
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vitro, a necessidade de se testar extratos e seus produtos em animais de
laboratorio é o passo natural a ser seguido. Porém, antes que estudos
farmacoldgicos sejam efetivamente realizados, é importante que alguns
estudos toxicoloégicos sejam feitos, de modo a se caracterizar possiveis
efeitos indesejados que podem interferir na atuagao farmacolégica plena
dos compostos ativos. Para tanto, foram selecionados ensaios
toxicolégicos agudos que proporcionam a observacédo de efeitos
indesejados, caso ocorram, em um numero significante de sistemas

fisiol6gicos murinos.

Além disso, pouco se conhece sobre as caracteristicas
fitoquimicas desses extratos e seu estudo sera estratégico para a

definicdo de compostos ativos nos modelos bioldgicos selecionados.

O Brasil é o reduto da mais alta biodiversidade mundial e tal
riqueza perfaz as bases do desenvolvimento de futuros farmacos
quimioterapicos. Esforcos como o realizado pela UNIP em conjunto com
o Ministério do Meio Ambiente através do Instituto Brasileiro de Recursos
Naturais Renovaveis (IBAMA) e do Conselho de Gestdo do Patriménio
Genético (Cgen) sao importantes para que programas de bioprospecc¢ao
consigam se estabelecer, fortalecer-se e cujos resultados possam
fundamentar continuamente o desenvolvimento intelectual e cientifico do
pais. Para tanto, em programa estabelecido pela UNIP ha 12 anos, o
grupo possui autorizagao de coleta e de acesso aos recursos genéticos e
em conjunto com a FAPESP através de seu incentivo 1999/05904-6
vem realizando estudos iniciais visando os estudos farmacologicos,
fitoquimicos e toxicoldégicos detalhados dos extratos vegetais

selecionados como os atuais.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Identificar a composi¢do quimica dos extratos organicos de A.auriculata

e S. globulifera e testar sua toxicidade em camundongos.

2.2 Objetivos Especificos

- Realizar prospeccéo dos efeitos toxicos de diferentes doses dos

A.auriculata e S. globulifera em camundongos.

- Estudar a toxicidade da dose nao letal dos extratos organicos de

A.auriculata e S. globulifera em camundongos.

- Calcular a DL 50% dos EB-689 e EB-1257 em camundongos
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados 85 camundongos Balb-c, adultos, machos,
pesando entre 25 - 30 g provenientes do Biotério de Experimentagdo Animal da
UNIP,do Centro de Pesquisa e P6s-Graduagao, mantidos em microisoladores.
Essas unidades estavam em laboratorio de experimentacdo de animais com luz
controlada (12 h de claro/12 escuro). Os camundongos receberam ragao e
agua ad libitum durante todo procedimento experimental, exceto durante os

experimentos.

3.2 Técnicas De Coleta E Extragao

As partes das plantas de extratos com atividade bioldgica significante
foram obtidas e coletadas novamente. A recoleta do material botanico para a
producédo de extratos é orientada pelos dados obtidos no campo na primeira
coleta, incluindo dados de georreferencimento. Toda e qualquer coleta de
plantas realizada pela UNIP é feita somente com autorizacédo do IBAMA e do
CGen, 6rgaos vinculados ao Ministério do Meio Ambiente, que controlam o

acesso aos recursos genéticos brasileiros.

Os extratos foram obtidos por maceracao e os solventes utilizados foram
agua estéril (Milli-Q, Millipore) e uma mistura de metanol e diclorometano (1: 1)
(Merck). Os extratos aquosos foram liofilizados (freezer Revco -70 oC e
liofilizador Virtis) e os organicos, evaporados a pressao reduzida (Buchii), antes

de serem estocados a —20 °C em camara fria (Younes et al. 2000). Neste
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trabalho foram empregados os extratos do caule da A.auriculata (EB-689) e da

S. globulifera (EB-1257).

3.3 Procedimentos

3.3.1 Toxicidade Aguda

A toxicidade aguda foi avaliada com base no método proposto por
Brito (1994) modificado. Os extratos selecionados foram avaliados quanto a
tendéncia a toxicidade sobre varios sistemas do camundongo, em especial,
sobre o sistema nervoso auténomo e central, sistema psicomotor, e outros. Os
parametros observados foram: atividade geral, irritabilidade, resposta ao toque,
aperto de cauda, contorgcdo, trem posterior, endireitamento, ténus corporal,
forca de agarrar, ataxia, reflexo auricular, reflexo corneal, tremores,
convulsdes, estimulagdes, straube tail, sedag&o, anestesia, lacrimacgéo, ptose,
mic¢ao, defecacéo, piloeregéo, hipotermia, respiracao, cianose e morte (Brito,
1994). Ap6s os animais receberem injecbes intraperitoneais dos extratos
ressuspendidos em 6leo de améndoas doce, foram observados nos intervalos
7-10, 15-20, 25-30, 55-60, 115-120 e 175-180 minutos, e diariamente, por 14
dias consecutivos. Os animais foram necropsiados ap6s morte, ou ao término
do periodo de observacdo. Os parametros dispostos nas tabelas 3,4 e 5 foram
avaliados através da analise ndo paramétrica de Kruskall-Wallis com teste

posterior (GraphPad Prism5.0).
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3.3.2 Teste do Campo Aberto

O campo aberto empregado foi construido conforme proposto por
Broadhurst (1960) e adaptado ao tamanho dos camundongos. Para as
observagdes foram computadas as frequéncias de locomogéo, de levantar e a

duracgédo de imobilidade dos animais.

Um animal de cada grupo foi introduzido individualmente no
centro do aparelho e observado por 5 minutos em condigbes de auséncia de
estimulos externos. A frequéncia de locomocéo foi definida como o numero de
quadrados que o animal penetrou com as 4 patas e a de levantar pelo numero
de vezes que o animal ergueu a parte frontal do corpo apoiado apenas nas
pernas traseiras. A duragdo de imobilidade foi medida em segundos sendo
computado o valor ao final das observagbes. Entre a observagdo de cada
animal o campo aberto foi limpo com uma mistura de agua e alcool a 5%. Os
animais dos grupos controle e experimental foram observados no periodo da
tarde, entre 13:00 e 17:00 horas, intercaladamente para evitar influéncias
circadianas.Os tempos de observacgéo foram de 10-15, 30-35,60-65,120-125 e

180-185.

3.3.3 Labirinto em Cruz Elevado

A avaliagdo da ansiedade foi também avaliada no labirinto em cruz
elevado, em momento subsequente ao utilizado para observagcdo em campo
aberto. Os animais foram colocados no centro do labirinto, limpo previamente
com alcool 5%, e foram observados quanto ao numero de entradas nos bragos

abertos e fechados, tempo de permanéncia nos bragos abertos e fechados e
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namero de cruzamentos no centro. Os tempos de observagédo foram de 15-20,
35-40, 65-70, 125-130 e 185-190 minutos ap6s a administragdo dos extratos
vegetais. Utilizou-se ANOVA de duas entradas como teste estatistico

(GRaphPad Prism 5.0).
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4. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

4.1 Prospeccao da Toxicidade dos EB-689 e EB-1257

Este experimento teve como finalidade examinar os efeitos toxicos dos
extratos a partir de observagcdo direta dos animais e em modelos
comportamentais. O esquema utilizado segue as propostas modernas para
analise toxicoldégica empregando-se 3 animais/dose e observando-se os sinais
de toxicidade (Botham 2004). Além disso, nesses experimentos a quantidade
de extrato empregada n&o pode ser elevada, uma vez que ha uma limitagdo na
quantidade de plantas a serem coletadas por determinagdo do Ministério do

meio Ambiente.

Empregaram-se diferentes doses dos extratos, iniciando-se com 5 g/Kg;
as doses seguintes foram diluicdes a metade até se atingir a dose que néao
levasse a morte os animais. Foram injetadas via intraperitoneal (i.p) e foram
observados os parametros de toxicidade, a atividade geral em campo aberto e
o0 comportamento dos camundongos em labirinto em cruz elevado. Em paralelo
aos grupos injetados com os extratos, outros 3 camundongos foram tratados
com o veiculo do extrato (salina e 6leo de améndoas) e observados da mesma
forma que aqueles dos grupos experimentais, sendo tomados entdo como

grupo controle.

As observacgdes dos efeitos tdéxicos foram feitas em uma caixa de vidro,
de dimensdes de 20 x 10 x 15, durante trés horas em intervalos regulares
segundo a Fig.2, a partir de sete minutos apds a administragéo do extrato bruto

e até 190 minutos. ApOs esse periodo, observou-se por até 14 dias
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consecutivos, a presenca ou n&o de morte, incluindo o dia da experiéncia. E os
camundongos foram pesados no inicio e no final do experimento. No final do
experimento, os animais sobreviventes foram submetidos a eutanasia e
necropsiados, de modo a determinar a causa mortis e verificar possiveis

alteracdes macroscopicas em diferentes 6rgéos.

7 10 15 20 25 30 35 40 55 60 65 70 115 120 125 130 175 180 185 150
L1 1 1 L1 1 1 L1 1 1 L1 11 L1 11
| I | | I | | I | | I | L D | LI | L
T ATG CA LBA ATG CA LBA ATG CA LBA ATG cA LBA ATG CA LBA

—

Administragie
do extrato

ATG = atividade geral na caixa de observacio.
CA = observacio no campo aberto.

LBA = ehservagio no labirinto em cruz
alevada

Fig.2 Delineamento experimental dos experimentos da prospecgédo da
toxicidade dos EB-689 e EB-1257.

Calculou-se a laténcia em horas para morte das doses letais, e os
resultados foram apresentados sob a forma de média e respectivo erro-padrao
(Fig.4 e Fig.23). A respeito dos dados da observacao geral, os escores
atribuidos em cada momento e em cada dose para os trés animais foram
somados e com esses valores realizou-se uma mediana em que se aplicou
uma ANOVA de uma via nao paramétrica (Kruskal-Wallis seguido pelo teste de
Dunn). Nas figuras, os dados sdo apresentados como média e respectivo erro-
padrao. Os dados do campo aberto e labirinto em cruz elevada foram tratados
da mesma forma. A probabilidade de p< 0,05 foi considerada capaz de revelar

diferencgas significantes entre os dados.
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4.2 Avaliagao da Toxicidade Aguda da Dose Nao Letal dos EB-689 e

EB-1257

Quarenta camundongos foram divididos em quatro grupos iguais: dois

controles e dois experimentais. Os camundongos dos grupos experimentais

receberam a dose ndo letal dos extratos EB-689 ou EB-1257. Foi observada

sua toxicidade e atividade geral em

campo aberto da mesma forma que no

experimento 1 (Fig.4). Nao foram estudados os seus efeitos em labirinto em

cruz elevado. No inicio e ao final dos experimentos os camundongos foram

pesados e procedeu-se a necropsia

analise histologica.

dos animais e retirada dos 6rgaos para

Nas observacbes de toxicidade, aplicou-se um teste estatistico ndo

paramétrico (ANOVA de duas vias seguida pelo teste de comparagdes

multiplas). Nos dados de campo aberto, aplicou-se uma ANOVA de duas vias

paramétrica seguida pelo teste post

hoc. Os resultados da toxicidade foram

apresentados sob forma de mediana e os de campo aberto sob a forma de

média e respectivo erro-padrdo. A probabilidade de p< 0,05 foi considerada

capaz de revelar diferengas significantes entre os dados.

55 60 65 115 120 125 175 180 185

T ATG CA ATG CA

Administragio
do extrato

Fig.3 Delineamento experimental da
nao letal dos EB-689 e EB-1257.

ATG CA ATG CA ATG CA

ATG = atividade geral na caixa de observacio.

CA = observacio no campo aberto.

avaliagédo da toxicidade aguda da dose
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5 RESULTADOS
5.1 Experimento 1: Prospecc¢ao da Toxicidade do EB-689

A DL50 do EB- 689 calculada foi de 0,015 g/Kg. A Fig. 4 ilustra os
resultados da laténcia para morte induzida em camundongos tratados com
diferentes doses do EB-689. Houve relacdo dose relacdo dose resposta na
laténcia para morte até a administracdo da dose de 0,1563 g/Kg. Nas demais
doses houve variacdo entre as laténcias para morte nao estreitamente

relacionada a dose empregada. A dose néo letal foi de 0,0049 g/Kg..

Laténcia para morte

25+ =
Dose n3o letal
20- _ _ 0,0049 g/Kg
n 154
&
(o]
= 10-
i} ]
0 # # 1 1 1 1 1 1 l-T.I rI|
S a2 s R P

Doses (g/kg)

Fig.4 Laténcia para morte de camundongos tratados com as diferentes doses
de EB-689. Sao apresentadas as médias e respectivos erros-padrao em horas.
N= 3 /dose.
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As Figs 5-8 ilustram os sinais de toxicidade do EB-689 induzida em
camundongos tratados com diferentes doses do extrato. Os parametros foram
divididos em psicomotores, sensoriais, ligados ao sistema nervoso central
(SNC) e autébnomo (SNA). A ANOVA de uma via indicou a existéncia de
variagdes significantes em todos parametros psicomotores, sensoriais, ligados
ao SNC e SNA entre os resultados do grupo controle e experimentais. Os
dados da analise estatistica se encontram no anexo 1. Em todos os momentos
do experimento ndo foram observadas respostas positivas para a estimulagéo

e tampouco para ptose.

Com relagéo a atividade geral, verificou-se reducao nos escores apoés a
administracdo de 0,0198,0,0781,0,0625,2,5 e 2,5 g/kg. Houve, também,
reducédo significante nos escores do reflexo de endireitamento, ténus corporal
e forca de agarrar com relagdo ao grupo controle nas doses 0,0781,0,156,
0,625 e 2,5 g/kg. Observou-se em todos esses parametros redu¢cdo na dose

de 5, mg/kg, exceto para a atividade geral e ténus corporal (Fig. 5).

A respeito dos parédmetros sensoriais (Fig.6) verificou-se variagdes
significantes em todos os parametros. Nas doses de 0,0781,01563,1,5, 2,5 e
5,0 g/kg notou-se redugdo com relacdo aos animais do grupo controle. O

reflexo corneal foi reduzido ap6s a dose de 0,625 g/kg.

Os parametros relativos a agdes no SNC foram pouco alterados (Fig.7).
A ANOVA de uma via mostrou variagdes significantes na ataxia e tremores,
com aumento significantes em relacdo aos animais do grupo controle,

respectivamente nas doses de 1,25g/kg (ataxia) e 0,0781 e 0,1563
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g/kg(tremores). N&o se observaram respostas dos dois grupos as

estimulagoes.

Com relacdo aos parametros ligados ao SNA (Fig.8) notou-se a
presenca de micgéo logo nas primeiras doses do EB- 689 de forma similar ao
grupo controle; nas demais doses do extrato o parametro foi nulo. A defecagéo
foi aumentada em todas as doses do extrato com relacao aos animais do grupo
controle. A respiracao e piloerecao foram aumentadas significativamente apds
as doses 0,0781,0,1563, 2,5 e 5,0 g/kg. A hipotermia foi aumentada
significantemente nas maiores doses e a cianose na maioria das doses do EB-

689.0s dados da analise estatistica se encontram nos anexos.
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Fig.5 Escores dos sinais de toxicidade observados em camundongos que
receberam diferentes doses do EB-689. Sdo apresentadas as medianas dos
dados da atividade geral e dos parametros psicomotores. ANOVA de uma via
seguida pelo teste post-hoc. P< 0,05 em relacado ao grupo controle.N= 3/grupo.
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Fig.6 Escores dos sinais de toxicidade observados em camundongos que
receberam diferentes doses do EB-689. Sdo apresentadas as medianas dos
dados dos paréametros sensoriais. ANOVA de uma via seguida pelo teste post-
hoc. P< 0,05 em relagcdo ao grupo controle.N= 3/grupo.
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Fig.7 Escores dos sinais de toxicidade observados em camundongos que
receberam diferentes doses do EB-689. Sdo apresentadas as medianas dos
dados dos parametros ligados ao SNC. ANOVA de uma via seguida pelo teste
post-hoc. P< 0,05 em relagéo ao grupo controle.N= 3/grupo
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Fig.8 Escores dos sinais de toxicidade observados em camundongos que
receberam diferentes doses do EB-689. Sdo apresentadas as medianas dos
dados dos paréametros ligados ao SNA. ANOVA de uma via seguida pelo teste
post-hoc. P< 0,05 em relagéo ao grupo controle. N= 3/grupo.
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As Figs. 9-13 ilustram os resultados da atividade geral observada em
campo aberto nas 5 sessbes. A ANOVA de duas entradas aplicada as
frequéncias de locomocédo ( Fig.8) indicou a existéncia de diferencas
significantes entre os tratamentos, porém nado entre as sessdes, havendo
interacdo entre ambos (analise estatistica em anexo). Na frequéncia de
levantar a ANOVA indicou a existéncia de diferengas significantes entre os
tratamento; n&o houve diferengca estatisticamente significantes entre as
sessbes e interagdo entre os dois fatores. Na duracdo de imobilidade,
observaram-se diferencas significantes entre os tratamentos e na interagcéo
entre os fatores (Fig.11). Na limpeza de face (Fig.12) e frequéncia de
defecagdo (Fig.13) foram observadas diferencas significantes entre os
tratamentos, mas ndo entre as sessbes e na interacdo entre os fatores. Os

dados estatisticos desse comportamento sao apresentados em anexo.
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Fig.11 Duracado de imobilidade (seg) observada no campo aberto de camundongos que receberam diferentes doses do EB- 689.

As sessbes 1,2,3 e 4 foram feitas, respectivamente, aos 10-15, 30-35, 60-65, 120-125 e 180-185 minutos apds a administracao

do EB-689. Os dados sao apresentados em médias e respectivos erros padrao de 3 animais /grupo.
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As Figs 14- 17 ilustram os dados das exposic¢des repetidas ao labirinto
em cruz elevada de camundongos que receberam as diferentes doses do EB-

689.

Nos animais do grupo controle, nota-se que a exposigc&o ao aparelho por
5 vezes aumentou o numero de entradas no brago aberto, o tempo gasto nesse
brago, o numero de cruzamentos. O numero de entradas no brago fechado

permaneceu similar em todas as repeti¢des.

A ANOVA de duas vias indicou que os tratamentos afetaram os
resultados de todos os parametros. O tempo interferiu no nimero de entradas
no bracgo fechado e no tempo do brago aberto. Os dados estatisticos séo

apresentados NOS anexos.
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5.2 Experimento 2: Necropsia dos Animais Tratados com o EB-689

Nos ensaios que foram feitos para se chegar a dose nao letal, foram
observados os seguintes aspectos na necropsia: na dose de 5 g/kg, os
camundongos apresentaram uma intensa hemorragia interna, provavelmente
causada por um extravasamento dos capilares intestinais. Nesses animais,
porcdes extensas de intestino delgado se apresentaram avermelhadas e com
veias e capilares endoteliais dilatados, além de edemas na regido, indicando
que, provavelmente, esse quadro levou a hemorragia. Do mesmo modo, a
hemorragia persistiu em todas as doses inferiores, com exce¢ao aquela em

gue os animais nao vieram a perecer, de 0,0049 g/kg.

5.3 Experimento 3: Avaliagao Da Toxicidade Aguda da Dose Nao

Letal do EB-689

A DI50 calculada para o EB-689 foi 0,355 g/Kg. Nesse experimento é
apresentada uma andlise temporal dos sinais de toxicidade em dez
camundongos da dose nao letal do EB-689 ou com o veiculo do EB-689,
permitindo uma analise mais detalhada da toxicidade do extrato. A Fig. 18
ilustra os resultados obtidos na avaliagdo da mediana dos sinais de toxicidade
da dose nao letal do extrato de EB-689. A ANOVA de duas vias indicou a
existéncia de diferencas significantes nos parametros da atividade geral devida
ao tratamento [ F( 1/70) = 24,23, p< 0,0001] e sessdes de observacao[F(4/70 )

=18,48, p< 0,0001] .
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Fig.18 Atividade geral observada em caixa de observagcdo de camundongos
tratados com a dose néao letal do EB-689. Os dados sédo apresentados em
medianas. N do grupo controle= 6; N= do grupo experimental = 10. ANOVA de
duas vias.

A Fig. 19 ilustra os dados obtidos na avaliagéo dos sinais sensoriais em

camundongos tratados com o EB-689 na dose nao letal.

A ANOVA de duas vias indicou que houve variagdes na resposta ao
toque devidas ao tratamento [F( 4/70) = 20,01, p< 0,012] porém nao devidas as
sessbes [F(1/70) = 5,10, p= 0,31]. No aperto de cauda verificaram-se
diferencas significantes em relacao ao tratamento [F (4/70) = 6,66, p = 0,012] e
sessbes [F (1/70) = 12,09, p= 0,026] . O teste post hoc indicou reducdo na

resposta desses sinais sensoriais na sessio de 175-180 minutos.
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Fig.19 Sinais sensoriais em camundongos tratados com o EB-689 na dose nao
letal. Os dados s&o apresentados em medianas. N= grupo controle= 6; n= do
grupo experimental = 10. ANOVA de duas vias.* p< 0,05 em relagdo ao
respectivo grupo controle.

A Fig. 20 ilustra os dados obtidos da avaliagdo dos sinais psicomotores

em camundongos tratados com o EB-689 na dose né&o letal. A ANOVA de duas
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vias indicou que houve alteracdo na forca de agarrar no que se refere ao
tratamento [F(4/70) = 7,87, p = 0,006], mas nao devidas as sessdes [F(1/70) =
0,65, p= 0,63]. O teste post hoc indicou reducdo na forca de agarrar na
segunda sesséo de observacao ( p, 0,05). Nos demais parametros néo houve

alteragdes.
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Fig.20 Sinais psicomotores em camundongos tratados com o EB-689 na dose
nao letal. Os dados s&o apresentados em medianas. N= grupo controle= 6; n=
do grupo experimental = 10. ANOVA de duas vias.* p< 0,05 em relacdo ao
respectivo grupo controle.

A fig.21 ilustra os dados obtidos na avaliacédo dos sinais de

alteragbes no sistema nervoso autbnomo em camundongos tratados com o
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EB-689 na dose nao letal. A ANOVA de duas vias indicou que o tratamento
interferiu com a ptose [F(4/70) =15,39, P=0,0003], mas n&o modificou as
respostas nas sessbes [F(1/70) = 5,20,. p = 0,31]. Houve aumento desse

parametro na segunda sessao de observagéo.

A mesma andlise indicou a existéncia de diferencas significantes na
cianose no que se refere ao tratamento [ F(4/70) = 25,58, p < 0,0001], mas néo
entre as sessdes [F(1;70) =3,43, p = 0,36]. Nesse caso, ocorreu aumento na
primeira sesséo de observagéo. Quanto a defecagao houve alteragbes tanto no
que se refere ao tratamento [F(4/70) = 17,45, p< 0,0001] quando devidas as
sessbes [F (1;70) = 9,65, p = 0,23]. Notou-se aumento significantes nas
sessbes 4 e 5 de observagdo. Quanto a piloeregdo, a ANOVA indicou a
existéncia de interagbes entre o tratamento e tempo de observagéo [F ( 4/70) =
2,95, p = 0,26]. Nao foram observados sinais de alteragbes nos parametros

ligados a ativagao do sistema nervoso central.
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Fig.21 Sinais ligados ao SNA em camundongos tratados com o EB-689 na
dose nao letal. Os dados sdo apresentados em medianas. N= grupo controle=
6; n= do grupo experimental = 10. ANOVA de duas vias.” p< 0,05 em relagéo
ao respectivo grupo controle.
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A Fig. 22 ilustra os dados obtidos na atividade geral observada
em campo aberto de camundongos tratados com o EB-689. A ANOVA de duas
vias indicou a existéncia de variagdes entre os grupos em todos os parametros
exceto na limpeza de face {locomocgao- tratamento de observacéo -F(4/65) =
11,25, p= 0,003, sessdes —F(1/65) = 14,90, p < 0,0001 ; levantar- tratamento -
F(4/65) = 7,99, p= 0,006, sessbes —F(1/65) = 1m24, p = 0,30; imobilidade-
tratamento -F(465)= 6,51, p = 0,006, sessbes -F(1/65) = 17,49, p=
0,0008,defecacao- tratamento -F(4/65) = 9,93, p = 0,0025, sessbes —F(4/65) =
0,47, p = 0,75, limpeza de face- tratamento -F(4/65) = 3,76, p = 0,09,sessdes —

F(1/65) = p=0,71}.

O teste post hoc indicou que as frequéncias de locomocéo e levantar
foram reduzidas nas 42 e 52 sessdes de observagdo comparadas a daqueles do
grupo controle, enquanto a duragcdo de imobilidade aumentou
significativamente nessas mesmas sessdes. A frequéncia de defecacéo foi

reduzida significativamente nas sessdes 3 e 4 de observacéo.
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Fig. 22 Atividade geral observada em campo aberto de camundongos tratados
com o EB-689 na dose néao letal. Os dados sdo apresentados em médias e
respectivos erros-padrdo. N= grupo controle= 6; n= do grupo experimental =
10. ANOVA de duas vias.* p< 0,001 em relagédo ao respectivo grupo controle.
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5.4 Experimento 4: Prospecc¢ao da Toxicidade do EB-1257

A DL50 do EB-1257 foi 0,355 g/Kg.

A Fig. 23 ilustra os resultados da laténcia para morte induzida em
camundongos tratados com diferentes doses do EB-1257. Houve correlagéo

dose x laténcia para morte, sendo a dose néo letal 0,3125 g/kg.

Laténcia para morte -
Dose nao letal

20007 0,3125 g/Kg
1500+
£
2 1000
£
500+ T
o L L L] L]
‘39 ‘\vf) 1\?33 Q‘éb
Dose (g/kg)

Fig. 23 Laténcia para morte de camundongos tratados com as diferentes doses
de EB-1257. Sao apresentadas as médias e respectivos erros-padrao em
minutos. N= 3 /dose.
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As Figs 24-27 ilustram os sinais de toxicidade do EB-1257 induzida em
camundongos tratados com diferentes doses do extrato. Os parametros foram
divididos em psicomotores, sensoriais, ligados ao sistema nervoso central

(SNC) e autbnomo (SNA).

Na atividade geral e nos parametros psicomotores (fig.24) a ANOVA
indicou a existéncia de variagdes na atividade geral e em todos os parametros
psicomotores exceto na forga de agarrar. Na atividade geral notou-se reducgéo
significante nas doses de 0,625 e 2,5 g/Kg. Houve aumento significante na
queda do trem posterior apos a dose de 2,5 e 5,0 g/KG e reducao no reflexo de
endireitamento e no tdnus corporal na dose de 2,5 g/Kg ; ainda houve redugéo

no ténus corporal na dose de 5,0 g/Kg.

Nos parametros sensoriais (fig.25) a ANOVA indicou a existéncia de
variagdes na resposta ao toque, no aperto da cauda e reflexo corneal. As
respostas ao toque e aperto da cauda foram reduzidas ap6s todas as doses do

EB-1257; houve reducao no reflexo corneal apds a dose de 1,25 g/Kg.

Nos parametros ligados ao SNC (fig.26), houve variagdes significantes
na ataxia e tremores, ocorrendo aumento significante nestes parametros apo6s

o tratamento com 5,0 g/Kg.

Quanto aos parametros ligados ao SNA (fig.27) a ANOVA indicou
variacdes na piloerecao e defecacao. A piloerecdo mostrou-se reduzida apés a
dose de 2,5g/kg e a defecacdo em todas as doses, exceto, na dose de 1,25

g/Kg. Os dados estatisticos sdo apresentados nos anexos.
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Fig.24 Escores de parametros psicomotores observados em camundongos que
receberam diferentes doses do EB-1257 Sao apresentadas as medianas dos
dados da atividade geral e dos parametros psicomotores. ANOVA de duas vias
seguida pelo teste post-hoc. P< 0,05 em relagédo ao grupo controle.N= 3/grupo.
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Fig.25 Escores dos sinais sensoriais observados em camundongos que
receberam diferentes doses do EB-1257. Sao apresentadas as medianas dos
dados dos parametros sensoriais.. ANOVA de duas vias seguida pelo teste
post-hoc. P< 0,05 em relagéo ao grupo controle.N= 3/grupo.
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Fig.26 Escores dos parametros ligados ao SNC observados em camundongos
que receberam diferentes doses do EB-1257. S&o apresentadas as medianas
dos dados dos parametros ligados ao SNC. ANOVA de duas vias seguida
pelo teste post-hoc. P< 0,05 em relagédo ao grupo controle.N= 3/grupo.
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Fig.27 Escores dos parametros ligados ao SNA observados em camundongos
que receberam diferentes doses do EB-1257. S&o apresentadas as medianas
dos dados dos parametros ligados ao SNA. ANOVA de duas vias seguida
pelo teste post-hoc. P< 0,05 em relagdo ao grupo controle.N= 3/grupo.
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As Figs. 28-32 ilustram os resultados da atividade geral observada em
campo aberto nas 5 sessdes. A ANOVA de duas entradas aplicada as
frequéncias de locomocao (Fig.28) indicou a existéncia de diferencas
significantes entre os tratamentos, porém néo entre as sessbes sem interagéo
entre ambos. Na frequéncia de levantar a ANOVA indicou a existéncia de
diferencas significantes entre os tratamentos e interacdo entre os fatores,
porém nado houve diferengas significantes entre as sessbes (Fig.29). Na
duracao de imobilidade (Fig.30), observaram-se diferencas significantes entre
os tratamentos, sessdes e na interagéo entre os fatores. Na limpeza de face
(Fig.31) e frequéncia de defecacdo (Fig.13) foram observadas diferencas
significantes entre os tratamentos mas ndo entre as sessbdes e na interacao
entre os fatores.Os dados estatisticos deste comportamento sdo apresentados

no anexo.
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As figs 32-35 ilustram os efeitos do EB-1257 no comportamento dos

camundongos em labirinto em cruz elevada.

A ANOVA de duas vias indicou variagdes significantes no numero de
entradas no brago aberto entre os tratamentos [f(5/60) = 14,83, p< 0,0001],
porém as sessdes nao interferiram nos resultados [F4/60) = 0,67, p=0,612] e

tampouco houve interagdo entre os parametros.

Em relacdo ao tempo no brago aberto, a ANOVA de duas vias indicou
variagdes significantes entre os tratamentos [f(5/60) = 2,61, p= 0,033] porém as
sessdes néo interferiram nos resultados [F4/60) = 0,28, p=0,82] e tampouco

houve interacao entre os parametros.

Em relagdo ao numero de entradas no brago fechado verificaram-se
variagdes significantes entre os tratamentos [F(5/60)= 38,15, p< 0,0001] e ndo
nas sessdes [F(4/60) = 0,26, p=0,90] ndo havendo interacdo entre os

parametros.

Quanto ao numero de cruzamentos verificou-se variagdo entre os
tratamento [F( 5/60) = 39,10, p< 0,0001] mas nao entre as sessbes [F(4/60) =

0,53, p=0,75] ndo havendo interagéo entre os parametros.
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5.5 Experimento 5: Necropsia dos Animais Tratados com o EB-1257

Durante a necrépsia realizada com esse extrato, apos administracdo de 5
g/kg, houve uma leve alteracédo intestinal, com sangramento interno, e figado
“‘palido”. Conforme as doses diminuiam, os efeitos foram amenizados, e a causa da
morte ndo pbde ser relacionada a processos macroscopicos ou alteragbes na
hegemonia anatoémica e tecidual, havendo a necessidade de relacionar a estudos

histopatolégicos.
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5.6. Experimento 6: Avaliacao da Toxicidade Aguda da Dose Nao Letal

do EB-1257

A ANOVA de duas vias indicou a existéncia de diferencgas significativas entre
os grupos [tratamento- F(1/70)= 111,8, p< 0,0001; Sessbdes- F( 4/70) = 2,73, p =
0,03]. O teste post hoc mostrou que a atividade geral do grupo experimental foi
reduzida significativamente em relagdo ao grupo controle nas sessbes 2.3.4 e 5 de

observacéo (fig.37).

Atividade Geral
5-
1 Controle
4 — 3 EB-1257
i I
o
[&]
8 2- *
1-
ml -1
0 | | | | I._‘ 1 I'_l
»
W L
Minutos

Fig. 37 Atividade geral observada em caixa de observgédo de camundongos tratados
com a dose néo letal do EB-1257. Os dados s&o apresentados em medianas. N do
grupo controle= 6; N= do grupo experimental = 10. ANOVA de duas vias.
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A Fig. 38 ilustra os sinais psicomotores de camundongos tratados com o EB-

1257 na dose nao letal. A ANOVA de duas vias ndo indicou a existéncia de

diferencas

escores
b

significantes entre os grupos.
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Fig.38. Sinais psicomotores em camundongos tratados com o EB-1257 na dose n&o
letal. Os dados sdo apresentados em medianas. N= grupo controle= 6; n= do grupo
experimental = 10. ANOVA de duas vias.* p< 0,001 em relagcdo ao respectivo grupo

controle.



80

A Fig. 39 ilustra os sinais sensoriais em camundongos tratados com o EB-
1257 na dose néo letal. A ANOVA de duas vias indicou a existéncia de diferencas
na resposta ao toque [tratamento-F(1/65) = 147,84, p< 0,0001, sessdes- F(4/65) =
1,48,p=0,21], no aperto de cauda [tratamento- F(1/65) =54,87, p < 0,0001, sessdes-
F(4/65) = 1,50, p= 0,21], no reflexo auricular [tratamento- F(1/65) = 4,53, p=0,030,
sessbes-F(4/65) = 3,50, p=0,01] e corneal (tratamento-F(1/65) = 6,27, p=0,014,

sessbes-F(4/64) =0,59, p -= 0,67).

O teste post hoc indicou que as respostas ao toque e no aperto de cauda nos
animais do grupo experimental apresentaram reducgdo significante em todas as
sessbes comparadas as respostas do grupo controle. O reflexo auricular teve
reducéo significativa nas duas ultimas sessdes de observagdo nos camundongos do
grupo experimental. A irritabilidade e frémito vocal ndo foram modificados pelo

tratamento e nas sessdes de observagdes.



81

Fremito Vocal Irritabilidade
0.8+ 0.8+
1 Controle
3 EB-1257

0.6 0.6
] w
2 2
O 0.4 o 0.44
@ @
a a

0.2 H 0.2 H

0.0 T T T r T 0.0 T T T

K S & P D » ‘?p“ S P
A 7 N N A o N N
LA A o R
Minutos Minutos
Resposta ao Toque Reflexo Auricular

5 5-

4 4

- w -
g 3 ¢ 3 % *
] * §
8 21 * * 1 21

* *
LR | )
0 r r r r r 0-

o ol i
I\ 8 G & N o & ® &
A vl ’\ N A’ s 3 » N
o L A o & o &
Minutos Minutos
Reflexo Corneal Aperto de Cauda
51 5
4 4
o 34 23{||*
] 51
o
§ 21 # 21 - * ],
1 - 1 - H |_| |_|
0- oL y T T T
WD -» & » & N - & & &
. ¢ N Iy . - 7
A N M SRR A AR
. [ )
Minutos Minutos

Fig.39. Sinais sensoriais em camundongos tratados com o EB-1257 na dose né&o
letal. Os dados sdo apresentados em medianas. N= grupo controle= 6; n= do grupo
experimental = 10. ANOVA de duas vias.* p< 0,001 em relagcdo ao respectivo grupo
controle.

A Fig. 40 ilustra os sinais de toxicidade de camundongos tratados com o EB-
1257 na dose nao letal, ligados ao SNC. A ANOVA de duas vias indicou a

existéncia de diferencas significantes na sedagcdo quanto ao tratamento F(1/70)
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=21,53, P< 0,0001] e nado entre as sessdes F(4/70) = 0,35, p= 0,845], ndo havendo
interacdo entre os fatores. O teste post hoc indicou que, na sedagéo, os animais do
grupo experimental apresentaram escores significantemente superiores aqueles do
grupo controle nas sessdes 2,3,4 e 5. Quanto aos demais parametros ndao houve

diferencas estatisticas entre os dois grupos.
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Fig. 40. Sinais ligados ao SNC em camundongos tratados com o EB-1257 na dose
nao letal. Os dados sédo apresentados em medianas. N= grupo controle= 6; n= do
grupo experimental = 10. ANOVA de duas vias.* p< 0,001 em relagao ao respectivo
grupo controle.
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A Fig. 41 ilustra os sinais de toxicidade de camundongos tratados com o EB-

1257 na dose néo letal ligados ao SNA.

A ANOVA de duas vias indicou a existéncia de diferencas significantes na
cianose [tratamento- F(1/65) = 95,73,p< 0,0001, sessbes- F(4/65) = 2,24, p= 0,07],
defecagéao[tratamento-F(1/65)=31,29, p< 0,0001, sessbes-F(4/650 = 3,18, p=0,01] e
hipotermia(Tratamento-F(1/65) = 6,57, p=0,01, sessbdes- F(4/65) = 6,57, p= 0,01,
sessbes-F94/65) = 0,69, p= 0,60]. O teste post hoc indicou que a cianose dos
animais do grupo experimental apresentaram escores superiores aqueles do grupo
controle nas sessdes 2,3 , 4 e 5. Mesmo fato ocorreu para a hipotermia, porém as
diferencas significantes ocorreram nas sessdes 3,4 e 5. Ainda houve reducdo na
defecagdo nos camundongos do grupo experimental em relagdo aqueles do grupo

controle nas sessodes 4 e 5. Nao foi verificada alteracao na piloerecéo.
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Fig. 41. Sinais ligados ao sistema nervoso autbnomo em camundongos tratados
com o EB-1257 na dose nao letal. Os dados sédo apresentados em medianas. N=
grupo controle= 6; n= do grupo experimental = 10. ANOVA de duas vias.” p< 0,001
em relacao ao respectivo grupo controle.

A Fig. 42 ilustra a atividade geral observada em campo aberto de

camundongos tratados com o EB-1257 na dose ndo letal. A ANOVA de duas vias

indicou a existéncia de variagbes em todos os parametros, exceto na defecagéo
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(locomocgéo-tratamento- F(1/65) = 45,18, p< 0,0001; sessbes- F(4/65) = 41,65, p=
0,009; levantar — tratamento- F(1/65) = 30,01, p< 0,0001, sessdes- F(4/65) = 3,24,
p= 0,017; imobilidade — tratamento- F(1/65) = 11,97, p = 0,001, sessbes-F(4/650 =
0,95, p= 0,44, limpeza de face- tratamento-F( 1/65) =18,68,p < 0,0001, sessbes-
F(4;65) = 1,34, p= 0,26; defecacgao-tratamento- F(1/65) = 16,41, p=0,0001, sessbes-
F(4/65) =0,05, p=0,99) . Em relag&o ao grupo controle, o teste post hoc mostrou que
a frequéncia de locomocgéo foi reduzida na sessao 1 e o levantar aumentado nas
sessbes 3 e 4. Verificou-se, nos animais do grupo experimental, que a limpeza de
face foi reduzida nas sessbdes 2-4. A imobilidade dos animais do grupo experimental

foi maior apenas na sesséao 4 ; a defecacgéo foi reduzida nas sessoes 2,3 e 5.
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Fig.42. Atividade geral observada em campo aberto de camundongos tratados com
o EB-1257 na dose nao letal. Os dados sdo apresentados em medias e respectivos
erros-padrédo. N= grupo controle= 6; n= do grupo experimental = 10. ANOVA de
duas vias.* p< 0,05 em relagao ao respectivo grupo controle.
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6 DISCUSSAO

Os resultados indicam que os extratos organicos da A.auriculata e
Symphonia globulifera, respectivamente, EB-689 e EB-1257, apresentam graus de
toxicidade diferentes; assim, a dose néo letal do EB-689 € 0,0049 g/Kg e a do EB-
1257, 0,312,5 g/Kg. A analise dos sinais de toxicidade mostra também que os
extratos promovem diferentes sinais de toxicidade em varios niveis do organismo

animal.

A metodologia empregada neste trabalho baseou-se naquela proposta por
Brito (1994), adaptada as perspectivas atuais da analise toxicologica. Nesse sentido,
desde muitos anos ocorrem debates e discussdes acerca do teste da DL50 (dose
letal mediana), pois esse indice além de ser questionavel pela sua variabilidade e
dificil replicabilidade o é também pelos seus aspectos éticos (Botham 2004). Os
testes de toxicidade foram desenvolvidos para determinar o potencial de novas
substancias e produtos capazes de causar danos a saude humana e animal. O
primeiro teste proposto pela legislacédo € o da toxicidade aguda. Sua finalidade é
classificar um determinado agente quanto ao seu potencial de toxicidade e o risco da
exposicao a esse agente por meio da incidéncia de letalidade. No entanto, outros
parametros podem ser investigados nesses estudos, permitindo, por vezes,
identificar o potencial toxico em 6rgéaos especificos, sua toxicocinética e a relagao-
dose resposta. Desses testes podem derivar informagdes sobre a toxicodindmica

desse agente (Blaauboer 2003; Coecke et al. 2006; Prieto et al. 2006).

O teste da DL50 foi introduzido em 1927 por Trevan (1927) e tornou-se um
padrao para analise da toxicidade de substancias quimicas. Nos protocolos

propostos e exigidos por lei, a letalidade era o dado mais importante e cerca de 100
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animais eram empregados para construir curvas de letalidade e calculo da DL50
(Gubbels-van Hal et al. 2005). Nas décadas de 1980-1990 foram propostos novos
critérios para os testes de toxicidade em particular, de toxicidade oral cujos sinais de
se mostram suficientes para demonstrar a toxicidade do produto por estimativa da
DL50, evitando-se a morte de tantos organismos. Finalmente, o teste da DL50 foi

banido dos estudos de toxicidade.

Na medida em que a sociedade tornou-se consciente acerca do bem
estar animal, os aspectos éticos forgcaram novas propostas para a avaliacdo da
toxicidade. Surgiram trés propostas para estimar a DL50 oral, os sinais de toxicidade
aguda e os 6rgaos alvo. Sao eles: o teste de dose fixa, da classe tdxica e ““Up and
Down” ( para detalhes ver- oecd.org/ehs/test/testlist.htm). Embora existam
diferencas entre os métodos, em todos esses protocolos, 0 numero de animais
empregados é menor e a reducao do sofrimento animal é controlada (Valadares

2006).

Neste trabalho propéem-se alteragdes no protocolo elaborado por Brito
(1994) no que se refere ao numero de animais a serem empregados, ou seja,
utilizaram-se 3 camundongos por dose e os sinais de toxicidade foram observados
pela bateria de teste do protocolo inicial. Acrescentou-se um teste comportamental,
a atividade geral observada em campo aberto e o teste do labirinto elevado. Para
melhor caracterizar os efeitos toxicos, introduziu-se um estudo temporal, em
intervalos regulares até 180 minutos apdés a administracdo dos extratos. Nesse
protocolo empregou-se a via intraperitoneal, pois além de se ter a certeza da dose

administrada, a biodisponibilidade do agente é total. O objetivo final do protocolo foi
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de se atingir uma dose néo letal, porém com sinais de toxicidade evidentes. Foi
possivel classificar os extratos segundo seu grau de toxicidade.

Verificou-se que o EB-689 ¢ altamente toxico, pois segundo os padrbes
substanciais que apresentam valores menores que 5 mg/Kg estao classificadas
nesse patamar. Por outro lado, o EB-1257 pode ser classificado como
moderadamente toxico. O calculo das DL50% aproximadas dos dois extratos
reforcaram essas afirmativas, pois obteve-se para o EB-689 A DL50% de 15mg/Kg e

para o EB-1257 , 355 mg/Kg.

Na prospecgdo da toxicidade do EB-689, a analise da atividade motora
esponténea do extrato EB-689 mostrou redugédo gradativa do parametro até niveis
estatisticamente significantes nas doses maiores do extrato. Os parametros
psicomotores mostram que houve redugao gradativa dos reflexos de endireitamento,
tbnus corporal e forca de agarrar dos animais, paralelamente, a um aumento
gradativo com a dose de queda do trem posterior. No mesmo sentido, verificou-se
perda dos reflexos sensoriais na medida em que a dose administrada aumentou.
Surpreendentemente, foram observados poucos efeitos nos parametros ligados ao
sistema nervoso central, uma vez que a reducdo na atividade geral, parametros
psicomotores e sensoriais poderiam ser indicativos de efeito depressor central. A
atividade geral em campo aberto foi reduzida nas maiores doses do extrato, uma vez
que se verificou redugédo nas frequéncias de locomoc¢ao e levantar, paralelamente,

ao aumento na imobilidade de forma dose-dependente.

A necropsia desses animais indicou a presenga de hemorragia interna em
todas as doses administradas exceto na dose nao letal. A hemorragia interna pode

desencadear choque hipovolémico, em que se observam pulso fraco e rapido; pele
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fria e umida (pegajosa); queda da presséao arterial; ansiedade, respiracdo rapida e
profunda; perda de consciéncia e parada respiratoria; e finalmente choque. As
reacdes observadas no periodo anterior a morte dos animais podem estar
associadas ao processo hemorragico, como hipotermia, cianose e outras reacgdes
ligadas ao sistema nervoso auténomo. Estudos histopatolégicos complementarao
essas informacbes. Esse fato também explicaria ndo sé a reducdo da dose
dependente da atividade geral observada em campo aberto como também os
resultados no labirinto em cruz elevada. Neste aparelho verificou-se redugdo em
todos os paréametros observados que seriam um reflexo da reducdo da atividade
motora em resultado da hemorragia. Finalmente, o aumento da hipotermia e cianose
bem como a redugédo da respiracao e piloerecao tém explicacdo plausivel pela

presenca de hemorragia.

Segundo o protocolo proposto, a analise dos efeitos da dose né&o letal
empregou um numero maior de animais, permitindo a analise estatistica mais
fidedigna dos efeitos do EB-689. Além de nao ter-se ocorrido morte dos animais,
também nao foi observada hemorragia na necropsia. Esses dados apontam para a
causa mortis desse extrato como sendo a hemorragia. O mecanismo pelo qual esse

fato ocorre devera ser investigado posteriormente.

A andlise dos sinais de toxicidade da dose nao letal confirmou a redugao da
atividade geral observada na gaiola moradia evidente a partir dos 115 min de
observacédo. Houve também, reducédo ao final das observagbes em alguns sinais
sensoriais e psicomotores. Por outro lado, tanto a cianose como a ptose
aumentaram no decorrer das sessdes na prospecgao dos efeitos téxicos da dose

ndo letal do EB-689. A cianose representa redugdo da oxigenagdo do animal
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podendo ser um primeiro sinal do processo hemorragico observado nas doses

maiores do extrato.

A presenca de ptose poderia refletir toxicidade autonémica, em particular
interferéncia com o nervo oculomotor por aumento da atividade colinérgica (Morato
et al. 1989). A estimulagéo colinérgica leva ao aparecimento de ptose (Brimijoin &
Lennon 1991) e broncoconstricdo (Vital 2006) e, a redugdo da oxigenagédo pela
broncoconstricgdo poderia levar a cianose, fatos observados apds a administracéo
da dose nao letal do EB-689. Esse dados em conjunto poderiam sugerir um efeito
pro-colinérgico do EB-689 (Vital 2006). O aumento da defecagéo, parametro que
pode ser relacionado a efeitos colinérgicos periféricos (Brading & Ramalingam
2006), sofreu incremento significante ao final das observagdes, sugerindo ativacao,
mais uma vez, do sistema do sistema nervoso parassimpatico. Além disto, aumento
da emocionalidade leva a defecagéo reativa e reducao na atividade geral o que
reforca a hipotese de um efeito pré-colinérgico do extrato (Broadhurst 1960).
Parametros como lacrimacao e salivagao, sabidamente relacionados a estimulagéo

colinérgica, ndo foram modificados.

No teste do campo aberto houve reducdo nas frequéncias de locomocgao e
levantar dos camundongos que receberam a dose nao letal do EB-689 e
concomitante aumento na duragdo de imobilidade. Esses efeitos foram diferentes

daqueles do grupo controle a partir dos 115 min de observacao.

O campo aberto foi introduzido por Calvin Hall (1934), esse teste foi
primeiramente usado para avaliar a emocionalidade. Hall define o termo
emocionalidade como um estado emocional formado por um grupo de reacdes

organicas e expressivas que denotam uma condi¢cdo de excitagdo no animal. Walsh
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e Cummins (1976) reformularam o conceito, passando a defini-lo como uma
entidade com componentes afetivos n&o-especificos do comportamento. A
exposicao ao campo aberto para medida de emocionalidade é feita em condicdes de
alta intensidade de luz e, por vezes, de altos niveis de som tendo, conotacgbes
aversivas. Em nossas condi¢gbes experimentais, os camundongos foram observados
em condi¢gdes menos agressivas tais como, baixa luminosidade, auséncia de sons, e
assim, a frequéncia de locomogéo e levantar dos animais passaria a expressar
outros tipos de comportamento como o exploratério e o motor (Batatinha et al. 1995;
Bernardi et al. 1991; Bernardi et al. 1981). Nas condigbes experimentais
empregadas pode-se supor que houve redugcdo da atividade motora dos
camundongos. Esse fato ocorreu tanto na gaiola moradia quanto no préprio campo
aberto.No entanto, parametros como o reflexo de agarrar, queda do trem posterior,
forca de agarrar e o reflexo de endireitamento, que representam respostas

psicomotoras (Moser et al. 2007) nao foram modificados.

Embora esses ultimos resultados possam ser indicativos de um efeito do EB-
689 tanto no sistema nervoso central como no periférico, podem também estar
ligados a efeitos comportamentais da exposicdo a dose pré-letal EB 689 como
descrito por Cox; Smith (1992) em ratos expostos a doses pré-letais de
anticoagulantes. Ainda, € importante lembrar que os extratos sao misturas de
principios ativos complexos, cuja administracdo pode resultar em efeitos
contraditérios. Assim, no caso da analise toxicolégica do EB-689 os resultados
revelaram alta toxicidade e um perfil toxicolégico bem definido promovendo

hemorragia.
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Estudos quimicos desse extrato poderdo contribuir para o melhor

entendimento dos efeitos toxicos observados.

A analise do EB-1257 indicou que o extrato apresenta toxicidade moderada,
sendo a dose nédo letal de 0, 3125 g/kg. Nota-se que a laténcia para morte foi dose

dependente.

O estudo de prospecgao da toxicidade, de forma geral, mostrou redugao da
atividade geral, aumento de queda do trem posterior, perda do reflexo de
endireitamento e do tdnus corporal nas maiores doses. Nesse sentido, a redugéo da
atividade geral pode ter relagbes com a queda do trem posterior, redu¢do do ténus
corporal e certo grau de ataxia promovido pela perda do reflexo de endireitamento,

parametros tidos como representativos da fungdo psicomotora.

O EB-1257, também, promoveu alteragbes em parametros sensoriais, em
particular na resposta ao toque e ao aperto da cauda. Nos parametros ligados ao
SNC verifica-se a presenca de tremores na maior dose do EB-1257. Quanto ao
sistema nervoso auténomo, o dado mais relevante foi a reducdo na defecacéo,

embora se observe um certo grau de hipotermia, cianose e piloeregao.

A andlise da atividade geral em campo aberto apdés a administracdo das
diferentes doses do EB1257 mostrou que tanto a frequéncia de locomocéo, de
levantar e limpeza foram significantemente reduzidas paralelamente a um aumento

da duragao de imobilidade.

Esses dados tomados em conjunto com os psicomotores sugerem um efeito
depressor do extrato na funcdo motora. Esse efeito pode ser o responsavel pela

reducdo em todos os parametros no labirinto em cruz elevada uma vez que tanto o
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numero de entradas nos bracos abertos e fechados bem como o numero de

cruzamentos foi reduzido.

A analise dos sinais de toxicidade da dose nao letal do EB-1257 mostrou
reducdo consistente na atividade geral observada na gaiola moradia e no campo
aberto. Nesse ultimo, houve reducado nas frequéncias de locomocgao, levantar e
limpeza de face; e imobilidade nas diferentes doses foi aumentada. De forma

ampla, a defecagéo apresentou-se menor apds a administragao do extrato.

A funcéo motora foi prejudicada nos animais, confirmando os resultados da
prospeccao da toxicidade acima apresentada. No entanto, os dados de parametros
psicomotores periféricos nessa dose nao foram alterados sugerindo uma origem

central para as altera¢cdes motoras promovida pelo EB-1257.

Esse extrato alterou parametros sensoriais. Assim, a resposta ao toque, ao
aperto de cauda e o reflexo auricular foram reduzidos. Por outro lado, observa-se
aumento da sedacgdo, parametros ligados a ativagdo do sistema nervoso central.
Esses dados em conjunto sugerem que o EB-1257 promove analgesia e sedacao de

forma similar a drogas hipnoanalgésicas.

A analise dos parédmetros ligados ao sistema nervoso autbnomo indica
aumento da ativacao desse sistema, ou seja, observa-se incremento na cianose e

hipotermia e reducao na defecacéo.

Desde que foi proposto efeito analgésico desse extrato, justifica-se o aumento
da cianose e a hipotermia, pois hipnoanalgésicos produzem depressdo dos centros
respiratorios e levam a hipotermia, além de reduzir a motilidade intestinal (Gorniak,

2006). Nesse sentido, na atividade geral observada em campo aberto nota-se
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reducdo na frequéncia de defecacg&o, corroborando com a ideia de reducdo na

motilidade intestinal.

Na atividade geral observa-se ainda reducao das frequéncias de locomogéao,
levantar e limpeza de face. No entanto, esta reducdo n&o foi acompanhada por

aumento consistente na duragao de imobilidade.

Duas hipoteses poderiam explicar os presentes resultados: uma seria de que
a planta tenha diminuido a fungdo motora dos animais e a outra que a exploragao é
que teria sido reduzida. Para tanto, os resultados da imobilidade s&o criticos. Nesse
sentido, quando se observa redugao na locomogao e/ou levantar sem interferéncia
na duragdo de imobilidade sugere-se que a alteracédo seja no comportamento
exploratério dos animais (Frussa-Filho et al, 2010). Ao contrario, redu¢do nesses
parametros acompanhada por aumento na imobilidade sugere disfuncdo motora
(Frussa-Filho et al, 2010). Como o EB-1257 alterou a frequéncia de locomoc¢ao e de
levantar sem interferéncia na duragéo de imobilidade, quando comparada com o
grupo controle, propde-se que tenha ocorrido alteragdo do comportamento
exploratério dos animais. Além disso, a limpeza de face que representa atividades

voltadas ao préprio sujeito foi reduzida.

O conjunto desses dados sugere acéo depressora nervosa do EB-1257 tanto
no sistema nervoso central como no periférico, sem conotagcdes importantes

motoras. Além disso, produziu analgesia, pois reduziu as respostas sensoriais.

Este trabalho, pela sua natureza comportamental, sugere alguns efeitos e
mecanismos dos extratos utilizados, porém estudos quimicos e dos principios ativos

deles derivados poderéo confirmar ou n&o o que aqui foi exposto.
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7 CONCLUSAO

I- A analise da toxicidade do EB-689 mostrou que :

1) a DL50% aproximada é de 0,015 g/Kg.

2) a dose nédo letal detectada foi 0,0049 g/Kg, indicando que o extrato é

altamente toxico.

3) na prospeccao da toxicidade de diferentes doses ocorreu redugdo dos
parametros psicomotores e sensoriais. No sistema nervoso autbnomo, houve
alteracdes na respiracdo e defecagcdo e aumento da hipotermia e cianose. Na
dependéncia da dose, ocorreu redugdo da atividade geral observada em campo

aberto e dos parametros do labirinto em cruz elevada.

4) na analise dos sinais de toxicidade da dose nao letal notou-se aumento na

cianose e reducao da atividade geral.

5) na necropsia verificou-se a presenga de hemorragia.

Esses sinais e sintomas da intoxicagao pelo EB-689 forma interpretados como

resultado da hemorragia produzida pelo extrato.

lI- A anélise do EB-1257 mostrou que:

1) a DL50% é de 0,355 g/Kg.

2) a dose néo letal detectada foi 0,3125 g/Kg indicando que o extrato

apresenta toxicidade mediana.

3) na prospeccao da toxicidade de diferentes doses verificou-se reducao da

atividade geral na gaiola moradia, aumento na queda do trem posterior, redu¢ao no
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reflexo de endireitamento e tbnus corporal. Houve redugdo consistente nos
parametros sensoriais. Os parametros da atividade geral e no labirinto em cruz
elevada foram reduzidos tendo sido sugerido efeito depressor na atividade motora e

analgésico.

4) na analise dos sinais de toxicidade da dose n&o letal nota-se, novamente,

reducado na atividade geral nos parametros sensoriais e a presenca de sedacéo.

5) na necropsia notou-se que ap6s administracdo de 5 g/kg, uma leve
alteracdo intestinal, com sangramento interno, e figado “palido”. Conforme as doses
diminuiam, os efeitos foram amenizados, e a causa da morte ndo pbde ser
relacionada a processos macroscopicos ou alteracbes na hegemonia anatomica e

tecidual.

Sugeriu-se que dentre os principios ativos do EB-1257 ha uma substancia

com propriedades depressoras do SNC e analgésicas.
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