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RESUMO

A utilizacdo das plantas medicinais com finalidades terapéuticas e profilaticas para varias doengas é
uma das praticas médicas mais antigas existentes, sendo desta forma propagada de geracdo em
geracdo. Elas produzem uma grande variedade de substancias quimicas que constitui recurso
terapéutico relevante para uma parcela significativa da populagdo mundial que, ndo tem acesso aos
medicamentos industrializados. Apesar de sua vasta utilizacdo, seu perfil toxico e possiveis alteracdes
nos exames laboratoriais como hemograma e testes de bioquimica de rotina, muitas vezes ndo sao bem
conhecidos, gerando desta forma a necessidade de estudos visando a minimizagao de efeitos colaterais
e toxicolégicos. Faz parte deste grupo a Himatanthus sucuuba (Sucuuba, Ucuuba e Sucuba) que na
Amazonia Brasileira, que tem as cascas empregadas no tratamento de Glceras gastricas No entanto, a
literatura revela grande escassez de estudos de carater toxicolégico relacionado a Sucuuba, tornando
promissora a descricdo da toxicidade subcronica e sua relacdo direta a alguns parametros laboratoriais,
possiveis alteracGes anatopatolégicas (de 6rgdos como figado, rins e parte duodenal intestino), bem
como, de possiveis alteracdes do perfil eletrofisioldgico relacionada ao uso desta planta medicinal.
Objetivos: Avaliar parametros toxicoldgicos: frente o Bioensaio de toxicidade para larvas de Artemia
salina, avaliacdo subcrdnica com andlise de parametros hematoldgicos, bioquimicos e histopatoldgicos
e eletrocorticograma relacionados ao uso do decocto da casca de Himatanthus sucuuba em ratos wistar
via registro de frequéncias até 50 Htz. Materiais e métodos: Apos a obtencdo do material bioldgico, foi
obtido o decocto das cascas, que posteriormente foi liofilizado - LHS. Bioensaio de toxicidade para as
larvas de Artemia salina nas concentracdes de 1, 10, 100 e 1000 ppm foram avaliadas. Avaliacdo do
perfil toxicologico subcrénica: O grupo | (n=15) foi utilizado como controle dos testes bioquimicos e
hematoldgicos e foi comparado ao grupo Il (n=15) que recebeu o LHS na dose de 3mg/Kg -30 dias.
Apo6s o periodo experimental, os animais foram eutanasiados e a coleta de sangue e 6rgaos foi
imediatamente efetuada para a avaliacdo de parametros hematoldgicos bioquimicos e histopatol6gicos
(por coloracdo HE), respectivamente. Na avaliacdo dos parametros eletrocorticograficos, foi realizada
a cirurgia de implante de eletrodo em dois grupos: Grupo | controle(n=10) e Il Grupo tratado (n=10)
com LHS (3mg/Kg) de forma repetida: 30 minutos, 24, 48, 72 horas. Posteriormente um segundo
designer experimental avaliou o efeito das doses 30, 300 e 600mg/kg frente ao quadro excitatério
convulsivo induzido por pentilenotetrazol 60 mg/Kg, sendo incluido no protocolo experimental o
controle positivo com benzodiazepinico Diazepam na dose 5 mg/kg para efeitos comparativos. As
leituras eletroencefalograficas foram efetuadas no mesmo periodo supracitado. Os dados foram
posteriormente analisados uma ferramenta foi construida usando a linguagem de programacao Python
versdo 2.7. As analises estatisticas foram efetuadas com utilizacéo do software GraphPad Prism 5.0 ®.
Resultados e Discussdo: N&o foram observadas alteracdes toxicoldgicas nos ensaios de viabilidade de
artemias salinas e nem nos parametros hematoldgicos e bioquimicos avaliados no estudo subcrénico
de exposicgdo a doses repetidas de LHS 3mg/kg. A auséncia de alteragdes morfoldgicas observada pela
analise histologica de cortes de figado, rim e por¢do do duodeno corrobora com os resultados obtidos
nas analises clinicas e com poucos estudos descritos com extratos desta planta. Quanto aos estudos
eletrocorticografico, esta dose ndo apresentou resultados diferentes do controle, no entanto numa
analise ampliada de doses as 300 e 600mg/kg foram capazes de promover uma acdo anticonvulsivante
frente & inducdo de convulsdes por PTZ 60mg/kg e comparada a expressa por Diazepam 5mg/kg nas
mesmas condicdes. Esta acdo deve estar relacionada a presenca do conjunto de metabolitos
secundarios presentes que possuam potencial anticonvulsivante bem como a grande capacidade
antioxidante da mesma, uma vez que é presente a formacdo de EROS neste modelo com PTZ.



Conclusdo: Estes resultados sugerem uma seguranca associada a dose etnofarmacolodgica utilizada para
desordens digestivas para 0os pardmetros avaliados e apresenta a Himanthatus sucuuba como uma
planta promissora para o desenvolvimento de fitofa&rmacos que possam ser desenvolvidos visando acéo
anticonvulsivante principal ou complementar em protocolos de tratamento.
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1. Referencial Teérico

A biodiversidade é uma das propriedades fundamentais da natureza e fonte de um
imenso potencial, detentor de ricas areas vegetais, o Brasil é considerado um dos paises mais
importantes do planeta por conter diversas espécies vegetais. Com 15% a 20% do numero
total de espécies e com a mais diversa flora do mundo, o pais conta também com alguns dos
biomas mais ricos do planeta em nimero de espécies vegetais, como a Amazonia, a Mata
Atlantica e o Cerrado (CORADIM et al., 2011).

Na lista da flora do Brasil atualmente, sdo reconhecidas 46.505 espécies sendo 4.754
de Algas, 33.105 de Angiospermas, 1.568 de Bridfitas, 5.718 de Fungos, 30 de
Gimnospermas €1.330de Samambaias e Licofitas, (FLORA DO Brasil 2018). Acredita-se
que muitas descobertas tenham sido feitas durante a procura de novas fontes de alimento, mas
provavelmente um numero significativo foi devido a curiosidade e ao desejo natural de
investigacdo de todo ser humano (NIERO et al., 2003). A flora de modo geral possui grande
aplicabilidade terapéutica onde o conhecimento a respeito de seus usos vem sendo transmitido

desde o inicio da civilizacdo até os dias de hoje (VEIGA Jr et al., 2008).

Todas as partes da planta como: sementes, frutos, raizes, rizomas, folhas, cascas e
flores, podem ser utilizadas. Estima-se que aproximadamente 40% dos medicamentos
atualmente disponiveis foram desenvolvidos direta ou indiretamente a partir de fontes
naturais, assim subdivididos: 25% de plantas, 12% de micro-organismos e 3% de animais. A
OMS tém expressado a sua posicdo a respeito da necessidade de valorizar a utilizacdo de
plantas medicinais no ambito sanitario, tendo em vista que 65% e 80% das pessoas no mundo
ja fizeram pelo menos uma vez uso de plantas medicinais como adjuvante ou até mesmo
como principal forma de tratamento (CALIXTO et. al., 2001, BRASIL, 2013A, EHRLICH,
2012, FARNSWORTH et al, 1985; EISENBERG et al, 1998, SANTOS, 2016).

Segundo Schenkel (1995) a utilizacdo de plantas medicinais com fins terapéuticos,
muitas vezes esta associada ao desconhecimento de possivel existéncia de efeitos toxicos,
bem como, qual a forma mais correta de cultivo; preparo e indicagéo e principalmente em
quais casos sdo contraindicadas. Estes materiais processados apresentam uma série de

desafios em termos de identificacdo botanica e, de acordo com a Organizacdo Mundial de
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Saude (OMS), a utilizagdo incorreta desses compostos representa uma ameaca a seguranga do
consumidor (PALHARES et al., 2015, SANTOS 2016).

1.1 Plantasmedicinais

As plantas medicinais sempre desempenharam um papel fundamental no apoio a saude
das populacdes humanas. Sendo empregadas em comunidades tradicionais, como remédios
caseiros, e consideradas matéria-prima para fabricacdo de fitoterapicos e outros medicamentos
(SANTOS 2016; LEAO; FERREIRA; JARDIM, 2007).

Elas produzem uma grande variedade de substancias quimicas que podem apresentar
diversas atividades bioldgicas e constituem ainda hoje um recurso terapéutico relevante para
uma parcela significativa da populacdo mundial que, ndo tem acesso aos medicamentos
industrializados (TORRES et al., 2005, CAMPOS, 2016).

Segundo Gurib-Fakim (2006) grande parte da populagdo mundial tem confianca nos
métodos tradicionais relativos aos cuidados diarios com a saude e cerca de 80% dessa
populacdo, principalmente dos paises em desenvolvimento, confiam nos derivados de plantas

medicinais para seus cuidados com a saude na utilizacdo de plantas medicinais.

Tendo sua utilizacdo na atencdo basica no Brasil desde 1986 na 8% Conferéncia
Nacional de Saude, sendo recomendada a introducdo das praticas tradicionais de cura popular
no atendimento pulblico de salde. Foi a partir da institucionalizacio do Sistema Unico de
Salde (SUS) pela Constituicdo de 1988, mediante a Resolucdo WHA 31.33 (1978) e 40.33
(1987), que foram iniciadas as transformacdes que possibilitaram a implementacdo de préticas
inovadoras na gestdo em salde, pensando a identificacdo, validacdo, preparacédo, cultivo e
conservacdo das plantas, passando a incluir algumas plantas medicinais nos servicos
assistenciais médicos prestados a populacdo (ROSA et al. 2013; MIGUEL, 1999; IBIAPINA
et al., 2014)

Com objetivo de garantir a populacdo brasileira o acesso seguro e o uso racional de
plantas medicinais e fitoterapicos, promovendo o uso sustentavel da biodiversidade, o
desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria nacional, o Decreto n° 5.813, de 22 de
junho de 2006 aprovou a Politica Nacional de Plantas medicinais e Fitoterapicos dando outras

providéncias.
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Desde 2007, o SUS oferece fitoterdpicos derivados de plantas, de modo que,
atualmente, disponibiliza 12 medicamentos fitoterapicos para a populacdo, (BRASIL,
2013,(RENAME) Relagdo Nacional de Medicamentos Essenciais disponiveis no SUS. O
RENISUS (Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS) desde 2008 possui 0
objetivo de subsidiar o desenvolvimento de toda cadeia produtiva relacionadas a
regulamentacdo, cultivo, manejo, producdo, comercializacdo e dispensacdo de plantas
medicinais e fitoterapicos.

Criada em 9 de dezembro de 2008, a Portaria Interministerial n® 2960, aprovou o
Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos e criou o Comité Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos com objetivo de inserir, com seguranga, eficacia e
qualidade, plantas medicinais, fitoterapicos e servigos relacionados a Fitoterapia no SUS. A
criacdo do Comité Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, grupo técnico
interministerial formado por representantes do governo e dos diferentes setores da sociedade
civil envolvidos com o tema, que teve a missdo de monitoramento e avaliacdo da implantacéo
desta politica. Esse comité criou instrumentos adequados a mensuracao de resultados para as
diversas vertentes desta politica, além de incentivar parcerias técnicas dos setores do governo
envolvidos com sua implantacdo. O programa busca também promover e reconhecer as

praticas populares e tradicionais de uso de plantas medicinais e remédios caseiros.

Atualmente o Ministério da Salde possui uma lista com 71 nomes de plantas
medicinais de interesse do Sistema Unico de Salde (SUS): Achilleamille folium,
Alliumsativum, Aloe spp (Aloe vera ou Aloe barbadensis), Alpinia (Alpiniazerumbet ou
Alpiniaspeciosa), Anacardiumoccidentale, Ananascomosus, Apuleiaferrea = Caesalpinia
férrea, Arrabidaea chica, Artemisiaabsinthium, Baccharistrimera, Bauhiniaspp
(Bauhiniaaffinis, Bauhiniaforficata ou Bauhiniavariegata, Bidens pilosa,
Calendulaofficinalis, Carapaguianensis, Casearia sylvestris, Chamomillarecutita =
Matricariachamomilla, Chenopodiumambrosioides, Copaiferaspp, Cordiaspp
(Cordiacurassavica ou Cordiaverbenacea), Costusspp (Costusscaber ou Costusspicatus),
Crotonspp (Crotoncajucara ou Crotonzehntneri), Curcuma longa, Cynarascolymus,
Dalbergiasubcymosa,Eleutherineplicata, = Equisetum  arvense,  Erythrina  mulungu,
Eucalyptusglobulus, Eugenia uniflora ou Myrtus brasiliana, Foeniculumvulgare etc.

(Medicina natural, 2018). Das 71 espécies da lista do SUS, oito ja foram aprovadas e estdo
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sendo distribuidas na rede publica de saude: alcachofra, aroeira, cascara sagrada, garra do
diabo, guaco, isoflavona da soja e unha de gato. E plantas usadas na Amazonia mais que ainda
ndo estdo na lista do SUS pomadas (Symphytumofficinale L. confrei), Ptychopetalum
Olacoides Anselmino- marapuama, VismiacayenensisPers lacre), Caesalpiniaferrea Mart -
jucd) e Arrabidaea chica pariri;xaropes (Cocos nuciferal. coco, Theobromacacao L. cacau,
Averrhoa carambola L. - carambola, Genipaamericana L. - jenipapo), “terramicina”, pariri,
Cereussp. Mandacarue plantas diversas comacgdo antihelmintica) e comprimidos
(“terramicina”, Portulaca pilosa L. amorcrescido, Kalanchoepinnata Pers. - pirarucu,
Copaiferasp. copaiba, Pedilanthus tithymaloides Poit. - coramina e “melhoral”).),
Glycinemax (Isoflavona de Soja), Schinustherebenthifolius (Aroeira), Aloe vera (Babosa),
Menthapiperita (Menta horteld).

Em maio de 2014, a Diretoria Colegiada da ANVISA revisou a RDC para registro dos
medicamentos fitoterapicos e criou o registro e a notificacdo de Produtos Tradicionais
Fitoterapicos, revogando a RDC 14/2010 por meio da RDC 26/2014. Publicou também a
Instrugdo Normativa 2/2014 (IN 2/14) que traz a “Lista de medicamentos fitoterapicos de
registro simplificado (ANVISA, 2014); (ANVISA 2014 apud Matos, 2016).

Do ponto de vista sanitario € importante aprimorar o controle de qualidade dos
fitomedicamentos, desde a qualidade da matéria-prima até a obtencdo do registro do produto.
Deve-se harmoniza-los para que haja rastreabilidade de sua obtencdo e sempre mantendo a
homogeneidade dos insumos e produtos, conforme as normas de vigilancia sanitaria. Pois, em
muitos casos ocorre negligéncia por parte das instituicbes em comprovar a eficacia dos
fitoterapicos, que levam em consideracdo apenas a antiguidade do uso popular como
evidéncia concreta e renunciando a obrigatoriedade de avaliacBes toxicoldgicas completas
para fins de comercializacdo popular (MIGUEL, 1999; ANVISA, RDC n°14/2010,
MOREIRA et al., 2014 pag. 26 apud SANTOS 2016).

E interessante notar que 25% das substancias derivam de plantas, e outra boa parte s&o
analogos sintéticos de compostos protétipos isolados de plantas (TAMILSELVAN et al.,
2014). Apesar de possuirem muitos usos terapéuticos que sdo conhecidos popularmente pelas
pessoas, podem apresentar toxicidade que vdo de formas mais sutis a crbnicas, como

carcinogenicidade, mutagenicidade e hepatotoxicidade, podem muito bem ter passado
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despercebida pelas geragdes anteriores, e esses tipos de toxicidade sdo 0s que mais preocupam
na avaliacdo da seguranca dos fitofarmacos (Martins et al., 2012; NEWALL et al., 2002).

1.2 Toxicidades de plantas medicinais

Espécies consideradas toxicas produzem metabdlitos secundarios que pela inalagdo,
ingestdo ou contato podem causar alterages patolégicas em homens e animais desde alergias
na pele e mucosas, até disturbios cardiovasculares, respiratorios, metab6licos, gastrintestinais,
neurolégicos e, em alguns casos, pode levar a sérios distdrbios no organismo e até mesmo ao
6bito (VASCONCELOS et al., 2009; JESUS & SUCHARA, 2013).

O uso de produtos originados de plantas medicinais na medicina tradicional tem
crescente destaque no cendrio mundial. Seus compostos derivados sdo considerados
xenobioticos, isto é, um produto estranho ao organismo humano nele introduzido, neste caso,
com finalidades terapéuticas. Como toda substancia estranha, os produtos de sua
biotransformacdo podem ser potencialmente toxicos e, assim, devem ser encarados até que se
prove o contrario (SCHVARTSMAN, 1991; SIMOES et al., 2003).

Sua acdo toxicante, depende da dose, via de entrada e tempo de exposi¢do
(BROETTO, et al. 2016). Séo definidas como tdxicas aquelas plantas que possuem algum tipo
de efeito lesivo ou substancia nociva, causando disturbios ao organismo do homem ou de
animais, pelo contato ou ingestdo (ANDRADE FILHO et al., 2001).

A intoxicacdo é uma manifestacdo clinica dos efeitos nocivos resultantes da interacdo
entre uma substancia quimica e um sistema biolégico, podem ocorrer de modo agudo ou
crénico. A forma aguda geralmente ocorre apds contato Unico, pode ser acidental,
principalmente em criangas, ou intencional como nas tentativas de aborto e suicidio, sendo
estes 0s casos gque geralmente aparecem nas estatisticas (ZAMBOLIM, 2008). Ja a subcrdnica
é aquela em que os efeitos tdxicos em animais produzidos por exposicOes diarias repetidas a
uma substancia, por qualquer via, aparecem em um periodo de aproximadamente 10% do
tempo de vida de exposicdo do animal no periodo menor ou igual a 30 dias. Com relacdo a
forma cronica os efeitos toxicos ocorrem apos repetidas exposicdes, por um periodo longo de
tempo a partir de 1 a 3 meses, geralmente durante toda a vida do animal, (OGA, 2008;
CAMARGO; BATISTUZZO, 2014).
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Existe uma percepcdo na populacdo que o uso de plantas no tratamento de doencas é
natural, seguro, barato e eficaz, sendo essas, muitas vezes, usadas no tratamento de doencas
cronicas associadas com medicamentos convencionais (TOVAR & PETZEL, 2009). No
entanto, a utilizacdo deve ser restrita a plantas conhecidas e/ou corretamente identificadas,
pois podem ocorrer intoxicacbes com o uso de espécies vegetais, provocando graves
acidentes, (COLOMBO et al., 2010)

Mesmo com o desenvolvimento de grandes laboratérios farmacéuticos e dos farmacos
sintéticos, as plantas medicinais permaneceram como forma alternativa de tratamento em
varias partes do mundo, sendo de grande destaque nossa regido Amaz6nica, baseado em
conhecimentos populares, aliado a crenca de que, por ser natural ndo causa reacdes adversas,
fez com que poucas plantas medicinais fossem avaliadas atraves de estudos pré-clinicos e

clinicos, a fim de comprovar sua eficacia e seguranca

Com o objetivo de controlar e documentar a ocorréncia de intoxicacfes por plantas foi
criado em 1998 o Programa Nacional de Informacgdes sobre Plantas Toxicas, inserido no
Sistema Nacional de Informacbes Toxico-farmacoldgicas (SINITOX) tem como principal
atribuicdo coordenar a coleta,a reunir,a analise e a divulgacdo dos casos de intoxicacdo e
envenenamento notificados no pais. Os registros sdo realizados pela Rede Nacional de
Centros de Informacdo e Assisténcia Toxicologica (RENACIAT), composta por diversas
unidades presentes em todas as regifes do Brasil, sendo divulgados os resultados do trabalho

anualmente.

As plantas ocupam o 13° lugar, em nimero de casos de intoxicacdo com 1185 casos
registrados (SINITOX, 2012). No ano de 2014 foram relatados 836 casos de intoxicacao
humana por plantas, trés destes casos estavam associados ao uso terapéutico e sete deles
ligados a automedicacdo. Na regido Norte do pais, oito casos de intoxicacdo por plantas foram

registrados, com uma morte associada (SINTOX, 2014).

No Brasil, a pesquisa com plantas nativas sofre da caréncia de recursos e também com
as dificuldades legais e burocraticas para 0 acesso, coleta de plantas e o desenvolvimento de
estudos (CARLINI et al., 2007). Muitas plantas medicinais amplamente utilizadas na cultura
popular ndo possuem seu perfil toxico bem conhecido, o grande uso de medicamentos a base

de plantas medicinais e o proprio conhecimento popular trazem consigo a necessidade de



16

pesquisas para o esclarecimento e confirmagdo de informacgdes sobre as agdes das plantas,
visando a minimizacdo de efeitos colaterais e toxicologicos, haja vista esse uso deve ser

confiavel e seguro.

Dentre as espécies destaca-se a Himatanthus sucuuba, usada popularmente na forma
de chd como medicamento terapéutico mais carece de analises toxicologicas, de possiveis
aspectos toxicos que possam determinar um perfil de seguranca associada a utilizacdo desta
planta, podendo limitar variaveis relacionadas ao tratamento como esquemas posolégicos,
doses e efeitos colaterais indesejaveis, e em algumas situacGes até mesmo a ndo
recomendacdo de utilizacdo. Estes dados também poderdo ser alicerce para uma futura
inclusdo da Himatanthus sucuuba no cadastro do RENISUS (Relacdo Nacional de Plantas

Medicinais de interesse do SUS).

Diante de o exposto o presente projeto tem em vista avaliar parametros toxicoldgicos:
bioguimicos, histopatologicos e eletroencefalograficos relacionados ao uso do decocto de
cascas da Himatanthus Sucuuba e correlaciona-los a possivel perfil toxico de envenenamento

relacionado ao seu uso como planta medicinal.
1.3 REVISAO DA LITERATURA
1.3.1 A familia Apocynaceae

A familia Apocynaceaeestd dividido em duas subfamilias (Apocynoideae e
Plumerioideae) compreende cerca de 400 géneros e 3700 espécies, no Brasil ocorrem 95
géneros e 850 espécies. Inclui espécies arbustivas, herbaceas, arbdreas, muitas das quais
trepadeiras e suculentas, a familia € muito estudada por possuir substancias isoladas a partir
de espécies do taxon. Muitas delas representam prototipos de classes farmacologicas distintas
de farmacos e fazem parte da histéria da farmacologia e da terapéutica. (CAMPOS;
FARINACCIO, 2011; DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002).

1.3.2 O género Himatanthus

Dentre 0s géneros que compBem a familia Apocynaceae, estd o Himatanthus,

constituido por espécies restritas a regido neotropical, distribuidas do Panama até os paises da
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América do Sul, (VICENTINI & OLIVEIRA, 2002 e SPINA, 2004). O nome do género
Himatanthus deriva de uma expressdo grega que significa manto-de-flor, referindo-se as
bréacteas que envolvem os botbes das espécies (DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002). O género
Himatanthus foi classificado como Plumeria. Somente em 1938, Woodson observou que
alguns espécimes de Plumeria apresentavam caracteristicas morfoldgicas que as diferiam das
demais espécies deste género. A partir deste estudo, surgiu o género Himatanthus
(WOODSON, 1938). Uma reviséo foi feita por Plumel em 1991 subdividiu o género em dois
subgéneros: 0 subgénero Obovatae e 0 subgénero Lanceolatae. Sendo o género revisado em
2003 por Spina, na qual, algumas espécies da classificacdo de Plumel foram considerados
sinbnimos, dentre eles a H. sucuuba, sindbnimo Himatanthus articulatus (Vahl) Woodson,
observando que alguns especimes de Plumeria apresentavam caracteristicas morfologicas que
as diferiam das demais espécies deste género. Destacando-se por incluir espécies
popularmente utilizadas como plantas medicinais e que possuem grande diversidade de
compostos farmacologicamente ativos em sua composi¢do quimica, rica em tri terpenos e
iridoides, precursores de alcaldides, que pode fornecer substancias com diversas atividades
(BARRETO et al., 1998; DI STASI & HIRUMA-LIMA, 2002).

1.3.3 Especies Himatanthus sucuuba

Botanicamente, H. sucuuba e H. articulatus foram tratados como espécies diferentes,
no entanto, em revisdo do género, estes passaram ser considerados como sinonimia.
Atualmente, o nome aceito é H. articulatus (Vahl). A espécie é conhecida na regido
amazonica como Sucuuba, Ucuuba, Sucuba, Janaguba e Sucuuba-verdadeira. E uma arvore
latescente de grande porte, atingindo até 20 m de altura, com copa estreita e tronca ereto, com
casca rugosa; folhas simples, alternas, pecioladas, glabras em ambas as faces, ovaladas,
coriaceas, margens inteiras; inflorescéncias dispostas em cimeiras terminais com poucas

flores grandes e brancas; frutos geminados em forma de chifres, contendo sementes aladas.
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Figura 1. Aspectos morfoldgicos de H. sucuuba; arvore florida aspecto do ramo florido. Fonte:

ALAN MESSIAS e LORENZI MATOS (2013).

Figura 2. Fonte: ALAN MESSIAS e LORENZI MATOS (2013).

Figura 3. Arvore latescente de grande porte.  Fonte:
http://www.arvores.brasil.nom.br/new/agoniada/index.htm.


http://www.arvores.brasil.nom.br/new/agoniada/index.htm
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1.3.4 Fitoquimica

Os metabolitos mais isolados de Himatanthus sp. sdo os iriddides (SOUSA et al,
2010). Séo produtos do metabolismo secundario de alguns grupos vegetais e desempenham
um papel de protecdo contra predadores, principalmente herbivoros, por serem venenosos ou
amargos. Nas plantas, os iridoides apresentam uma pronunciada distribuicdo em
angiospermas, sendo muitas vezes, utilizados como marcadores taxonémicos em nivel de
género e subgénero (GOMES; NOGUEIRA; MORAIS, 2011).

Dentre os iriddides ja conhecidos tém-se o plumierideo, isoplumierideo,
protoplumericina A, cafeoilplumierideo e o iridéide acido-3-metoxi-3;4- diidroplumierideo
isolados da casca de Himatanthus sucuuba (MORAGAS, 2006), no caule e no latex os
compostos quimicos mais isolados foram também os iridoides, como fulvoplumierina,
plumericina que apresentou atividade contra o carcinoma nasofaringe epiderméide humano e
a isoplumericina(SOUSA, 2009), e atividade antifungica, antibidtica e citotdxica), além de
isoplumierideo, desmetilplumierideo, plumierideo (REBOUCAS et al., 2012; SILVA, et al.,
2003; SILVA, 2000; VILEGAS et al, 1992; HAMBURGER, et al, 1991). Os
triterpenoscinamato de lupeol, cinamato de a-amirina, cinamato de -amirina e acetato de
lupeol também sdo encontrados nas cascas e no latex de H. sucuuba (possuem atividades
antiinflamatdria e analgésica) (MIRANDA et al., 2000), e também foram encontradas
substancias fenolicas, como o &cido galico, catecol, quercitrina e miricetrina (REBOUCAS
et al, 2012; SILVA, 2000).

Os flavonoides foram detectados em todos os extratos, com maior intensidade nas
folhas de H. sucuuba. Taninos foram detectados em ambas as cascas de H. sucuuba e
C.comosa, com maior intensidade em sucuuba. Os iridoides e triterpendides foram detectados
em ambas as partes de H. sucuuba, sendo que o primeiro foi detectado com maior intensidade
nas cascas.

A espécie tem ocorréncia principal na Amaz6nia, sendo uma planta perenifolia,
heliéfita e secundaria, ocorrendo preferencialmente no interior da mata. Em geral, 0 uso

popular desta espécie esta relacionado ao latex e ao decocto das cascas.

A Himatanthus sucuuba tem recebido muita atencdo da literatura referenciando a sua

utilizagdo no tratamento de diversas condi¢cOes patoldgicas. A relevancia historica das
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propriedades do género Himatanthus foi inicialmente descrita na primeira
farmacopeiaBrasileira (SILVA, 1929), ja a aplicabilidade terapéutica, tem sido descrita em
diferentes comunidades localizadas na regido Amazonica Brasileira, Peruana e Colombiana.
Como exemplo, no Peru, a infuséo de cascas tem sido vastamente utilizada na cicatrizagdo de
feridas, no tratamento de tumores, artrite, como vermifugo e laxativo (LUNA, 1984 (b),
VILLEGAS et.al., 1997, SANZ-BISET et. al., 2009). J& na Amazdnia Brasileira, as cascas
tém sido empregadas no tratamento de Ulceras gastricas, como propriedade afrodisiaca e como
agente antitumoral(PERDUE & BLOMSTER 1978, VANDER BERG, 1984).

Fato que tornou o quanto mais relevante a verificacdo das propriedades toxicologicas
desta planta, pois componentes da biodiversidade podem fornecer ampla gama de produtos de

importancia econémica, dentre eles destacam-se fitoterapicos e fito farmacos.

No entanto, a literatura revela grande escassez de estudos de carater toxicoldgico
relacionado a Himatanthus Sucuuba, que possibilite a descricdo da toxicidade de possiveis
alteracdes hematologicas, bioquimicas e anatohistopatoldgicas bem como, de possiveis

alteracdes do perfil eletroencefalografico relacionada ao uso desta planta.
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1.4 JUSTIFICATIVA

Muitas plantas medicinais amplamente utilizadas na cultura popular ndo possuem seu
perfil toxico bem conhecido, o grande uso de medicamentos a base de plantas medicinais e 0
préprio conhecimento popular trazem consigo a necessidade de pesquisas para 0
esclarecimento e confirmacdo de informacbes sobre as acBes das plantas, visando a
minimizacdo de efeitos colaterais e toxicoldgicos, haja vista esse uso deve ser confiavel e
seguro.Pois, todas as plantas podem ser potencialmente tdxicas, produzem substancias que

podem agir como um toxicante, dependendo da dose, via de entrada e tempo de exposicao.

No entanto, a maioria dessas plantas € utilizada com base no conhecimento popular,
observando-se a caréncia do conhecimento cientifico de suas propriedades farmacologicas,
pois, substancias em principio consideradas terapéuticas também podem causar efeitos
indesejados ou toxicos, sendo imprescindivel a realizacdo de estudos toxicoldgicos desses

COMpOostos.

Dentro desta otica é fundamental a avaliacdo de toxicidade de substancias com
propriedades biologicas, para que possamos identificar os possiveis efeitos que as plantas
possam causar a saude do ser humano. Atualmente existe um grande nimero de bioensaios
desenvolvidos para determinar os niveis de toxicidade, como: a toxicidade baseada em
resposta biologica, diferentes organismos de diferentes niveis taxonémicos que sao utilizados
a fim de aumentar a confiabilidade dos resultados. A avaliacdo da toxicidade utilizando o
micro crustaceo Artemia salina é realizada através de um método rapido, submetidos a teste
agudo-letal, que consiste de uma analise ap0s exposicdo (24h — 48h) do composto com o
organismo bioindicador, ndo havendo a necessidade de um ambiente asséptico sendo de baixo
custo, além de ndo requerer equipamentos sofisticados e utilizar amostras em pouca
quantidade, esses fatores contribuem para viabilidade e eficAcia (MEYER et al, 1982;
DALL’STELLA, 2008).

Para avaliarmos o0s possiveis efeitos toxicos subcronico da planta, usaremos a analises
clinicas como ferramenta (bioquimica e hematoldgica) para o estabelecimento e confirmacéo
do diagndstico do quadro clinico de intoxicagdo, e assim poder elucidar o verdadeiro “status”

da gravidade que a planta possa causar (KANECO, 2008; OLIVEIRA et al. 2002).
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Também muitas intoxicagdes por plantas causam leses que podem ser comprovadas
em andlises histolégicas, segundo Barros et al.(2007) a andlise histologica também fornece
dados mais seguros em relacdo as alteracbes que acontecem nos tecidos, podendo ser
complementar muito Gtil no estabelecimento ou na confirmacdo do diagndstico de intoxicacdo
por determinada planta, buscando uma correlacdo entre os parametros andliticos clinicos e
possivel estabelecimento de modificacdes fisiopatoldgicos do tecido analisado (figado, rim e
porcdo duodenal). A escolha destes tecidos fez diante a relevancia destes orgdos nos
processos de absorcdo, metabolismo e excrecdo e sua interacdo direta com a via de
administracdo utilizada, a via oral(COSTA, 2012).

Neste sentido, analises toxicologicas tornam-se indispensaveis, pois as investigacoes
de possiveis aspectos toxicos podem determinar um perfil de seguranca associada a utilizacéo
desta planta podendo limitar variaveis relacionadas ao tratamento como esquemas
posologicos, doses e efeitos colaterais indesejaveis, e em algumas situacdes até mesmo a ndo

recomendacéo de utilizacéo.



23
1.5 OBJETIVOS
1.5.1 Objetivo geral

Avaliar parametros  toxicoldgicos: bioquimicos, histopatolégicos e
eletrocorticogréaficos relacionados ao uso do decocto da casca de Himatanthus sucuuba em

ratos wistar.
1.5.2 Objetivos especificos

e Coleta e identificacdo do material boténico.

e Preparo e padronizagéo do liofilizado.

e Bioensaio de toxicidade para larvas de Artemia salina.

e Avaliacdo subcrénica: Analise de peso, comportamento, ingesta de alimento e agua.

e Determinacdo do perfil hematolégico e bioquimico em ratos wistar tratados com
decocto da casca de Himatanthus sucuuba apds exposicdo, periodo de 30 dias.

e Avaliacdo anatohistopatologica de figado, rim e porcdo duodenal em ratos wistar
tratados com o decocto da casca de Himatanthus sucuuba apds exposi¢do, periodo
de 30 dias.

e Avaliacdo do perfil eletrocorticografico em ratos wistar tratados com decocto da
casca de Himatanthus sucuuba apds exposicao repetida: 30 minutos, 24h, 48h, 72h;

com sacrificio apos 7 dias.
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FR, et al. Perfil das intoxicacdes exdgenas em um hospital universitario. Ver Med Minas
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AVALIACAO DE PARAMETROS TOXICOLOGICOS, BIOQUIMICOS,
HISTOPATOLOGICOS E ELETROCORTICOGRAFICOS RELACIONADOS A
UTILIZACAO DO DECOCTO DA CASCA DE Himatanthus sucuuba.

IMARIA SILVANA PINTO LOPES, LAIANE DE NAZARE SILVA DO NASCIMENTO,
2MARCIA CRISTINA FREITAS DA SILVA, 3JOSE RICARDO VIEIRA, * KELY DAS
GRACAS FERNANDES DANTAS,*NILTON AKIO MUTO, 'MOISES
HAMOYVANESSA JOIA DE MELLO.

1. Laboratério de Farmacologia e Toxicologia de Produtos Naturais, Universidade
Federal do Para.

2. Laboratério de Ciéncias aplicadas- Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade
Federal do Para.

3. Laboratorio de ensino de Hematologia- Instituto de Ciéncias Bioldgicas,
Universidade Federal do Para.

4. Grupo de espectrometria Analitica Aplicada—Instituto de Ciéncias Exatas e
Naturais (ICEN), Universidade Federal do Para.

5. Centro de Valorizacdo de Compostos Bioativos da Amazonia (CVACBA),
Universidade Federal do Para.

ABSTRACT:

The use of medicinal plants with therapeutic and prophylactic purposes for various diseases is one of
the oldest existing medical practices, being propagated this way from generation to generation. They
produce a wide variety of chemical substances that is relevant therapeutic resource for a significant
portion of the population that has no access to manufactured drugs. Despite its wide use, its toxicity
profile and possible changes in laboratory tests such as blood count and routine biochemical tests often
are not well known, thus generating the need for studies to minimize side effects and toxicity. Part of
this group sucuuba Himatanthus (sucuuba, and Ucuuba Sucuba) that the Brazilian Amazon, which has
the shells used in the treatment of gastric ulcers. However, the literature reveals a great shortage of
toxicological studies related to Sucuuba, its promising making the description of the subchronic
toxicity and its direct relationship to some laboratory parameters, possible pathological

changes(organs such as liver, kidney and part duodenal intestine) as well as possible changes in the
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electrophysiological profile related to the use of this medicinal plant. Objectives: To evaluate
toxicological parameters: forward the bioassay toxicity to larvae of Artemia salina, subchronic
evaluation with analysis of hematological, biochemical, histopathological and electrocorticogram
(ECO0QG) related to the use of Himatanthus bark decoction sucuuba in Wistar rats in frequency record
50 HTZ . Materials and methods: After obtaining the biological material was obtained decoction of
barks, which was subsequently lyophilized - LHS. Bioassay toxicity to larvae of Artemia salina at
concentrations of 1, 10, 100 and 1000 ppm were evaluated. subchronic toxicological profile of
evaluation: Group I (n = 15) was used as control of biochemical and hematological tests and compared
to group Il (n = 15) received the LHS 3mg/kg -30 days. After the experimental period, the animals
were euthanized and blood and organs collected was immediately performed to evaluate hematological
parameters biochemical and histopathological (HE), respectively. In the evaluation of
electrocorticographic parameters, the electrode implant surgery was performed in two groups: Control
Group | (n = 10) and Group Il treated (n = 10) with LHS (3mg/kg) repeatedly: 30 minutes, 24, 48, 72
hours. Later also a second experimental designer evaluated the effect of doses 30, 300 and 600mg/kg
against seizure excitatory above-induced pentylenetetrazol 60mg/kg, being included in the
experimental protocol the positive control with benzodiazepine diazepam at a dose 5 mg/kg for
comparative purposes. The electrocorticographic readings were taken during the same period
mentioned above. The data were subsequently analyzed a tool was built using the Python
programming language version 2.7. The statistical analysis was performed with use of GraphPad
Prism 5.0 ® software. Results and discussion:The absence of morphological alterations observed by
histological examination of sections of liver, kidney and part of the duodenum corroborates the results
obtained in clinical analysis and with few studies with extracts of this plant. As for
electrocorticographic studies, this dose did not provide different results than the control, however in
the enlarged doses analyze 300 to 600 mg/kg were able to promote an action anticonvulsant against
the induction of convulsions PTZ 60mg/kg and compared to that expressed by Diazepam 5mg / kg

under the same conditions. This action is related to the presence of this set of secondary metabolites
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present that have potential anticonvulsant and a great antioxidant capacity of the same, since this is the
formation of ROS in this model with PTZ. Conclusion: These results suggest a safety associated with
ethnopharmacological dose used for digestive disorders for the evaluated parameters and displays the
Himanthatus sucuuba as a promising plan for the development of phytopharmaceuticals that can be

developed to main anticonvulsant or complementary treatment protocols.

Key Words: Himatanthus succuba, Toxicity, Eletrcorticogram, decoct.

1. INTRODUCAO

A biodiversidade ¢ uma das propriedades fundamentais da natureza e fonte de um
imenso potencial, detentor de ricas areas vegetais, o Brasil & considerado um dos paises mais
importantes do planeta por conter diversas espécies vegetais (CORADIM et al., 2011). A
flora de modo geral possui grande aplicabilidade terapéutica onde o conhecimento a respeito
de seus usos vem sendo transmitido desde o inicio da civilizacdo até os dias de hoje (VEIGA
Jr et al., 2008). Cerca de 65% e 80% das pessoas no mundo ja fizeram pelo menos uma vez
uso de plantas medicinais como adjuvante ou até mesmo como principal forma de tratamento
(CALIXTO et. al., 2001, BRASIL, 2013A, EHRLICH, 2012, FARNSWORTH et al, 1985;
EISENBERG et al., 1998, SANTOS, 2016). Em nosso pais destaca-se a planta Himatanthus
sucuuba que tem recebido muita atencdo da literatura referenciando a sua utilizacdo
etnofarmacol6gica no tratamento de diversas condi¢es patologicas. A relevancia historica
das propriedades do género Himatanthus foi inicialmente descrita na primeira farmacopeia
Brasileira (SILVA, 1929), ja a aplicabilidade terapéutica, tem sido descrita em diferentes
comunidades localizadas na regido Amazonica Brasileira, Peruana e Colombiana. Como

exemplo, no Peru, a infusdo de cascas tem sido vastamente utilizada na cicatrizagéo de
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feridas, no tratamento de tumores, artrite, como vermifugo e laxativo (LUNA, 1984,
VILLEGAS et.al., 1997, SANZ-BISET et. al., 2009). J4 na Amazbnia Brasileira, as cascas
tém sido empregadas no tratamento de Ulceras gastricas, como propriedade afrodisiaca e como
agente antitumoral, (PERDUE & BLOMSTER 1978, VANDER BERG, 1984). No entanto,
sua utilizagdo tem como base no conhecimento popular, observando-se a caréncia do
conhecimento cientifico que muitas vezes acontece em ambito de sua atividade farmacoldgica
sendo os efeitos indesejados ou toxicos, ainda pouco estudados. Desta forma é imprescindivel
a realizacdo de estudos toxicologicos que visem possiveis efeitos colaterais/toxicos seja via a
influéncia do tratamento nos exames laboratoriais rotineiros, no perfil histopatolégicos de
orgdos intimamente relacionados a absorcdo, metabolismo e excrecdo destes fitoprodutos,

bem como, da influéncia deste no SNC.

2.MATERIAIS E METODOS

2.1. Obtencdo do material botanico e amostra teste

Inicialmente foi submetido a Embrapa Oriental o Termo de Transferéncia de Material —
TTM para obtencdo das amostras de casca de Himatanthus sucuuba Val/Woodson. A escolha
da parte da planta e o tipo de extracdo a ser utilizada foi baseada nas informacOes
etnofarmacologicas, pois todas as plantas sdo consumidas na forma de cha (decocto). O cha
das cascas foi preparado da mesma maneira como foi descrito no uso etnofarmacolégico
(SOARES, 2015). O material biologico foi seco por 24 horas e depois triturado manualmente.
Em seguida, o po resultante foi submetido a uma extracdo por decocgdo em agua a 100 °C
durante 10 minutos (200 g cascas/2000 mL de agua). Apos o resfriamento do material, o

decocto foi liofilizado e administrado diariamente aos animais por via oral.
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2.2. Avaliagdo Toxicologica

2.2.1. Bioensaio de toxicidade para as larvas de Artemia salina (Meyer et al., 1982)

Foram transferidas larvas (n=10) para tubo, posteriormente completando o volume
para 9 mL de solugédo salina, e imediatamente foi adicionado 1 mL das solugdes testes nas
concentracdes de 1, 10, 100 e 1000 ppm em cada tubo de ensaio, sendo utilizada triplicata
para cada concentracdo em questdo. A leitura foi comparada ao controle negativo onde estava

presente apenas as lavras e a solucdo salina com auséncia das soluces testes.

Contagem das Larvas: Apés 24 horas em contato com a solucéo testes foi feita a contagem do

numero de larvas vivas e os dados foram tabulados.

2.2.2. Auvaliacdo toxicoldgicasubcronica (Oliveira, et. al., 2013)
Desenho Experimental: Os animais foram divididos em 2 grupos. O grupo | (n=15) utilizado
como controle dos testes hematoldgicos e bioquimicoscomparado ao grupo Il (n=15) que
recebeu o Liofilizado de decocto de Himatanthus sucuuba (LHS). A dose utilizada foi
determinada utilizando o sistema alométricopara ajuste do célculo da dosagem pela taxa
metabolica do animal atingindo o valor de 3 mg/Kg. O peso dos animais, 0 consumo de
liquido e de alimentos foi medido diariamente durante os 30 dias do experimento. Durante o
periodo experimental, todos os animais foram observados para a verificacdo de algum sinal de
toxicidade (como capacidade exploratéria, letargia/excitacdo, incoordenacdo). Apos o periodo
experimental, os animais foram eutanasiados (por decapitacdo com uso de guilhotina) e a
coleta de sangue foi imediatamente efetuada para a avaliacdo de parametros hematoldgicos e

bioguimicos.

2.2.3 Avaliacdo Anatohistopatologica
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Apos o sacrificio os animais foram examinados macroscopicamente sendo efetuada a
resseccao de figado, rins e porcédo duodenal do intestino. Imediatamente apos a retirada, 0s
6rgdos foram pesados (expressando os resultados pela relagdo grama érgdo/kg animal e
inspecionados quanto aos parametros visuais de normalidade). As seccOes teciduais dos
6rgdos incisados foram fixadas em formalina (solucdo de formol a 10%) tamponada, e apés
24 horas, foram resseccionadas para processamento histopatoldgico: desidratacdo com séries
crescentes de alcool (70 a 100%), diafanizacdo em xilol, impregnacéo e inclusdo em parafina,
segundo os métodos habituais (Bacha; Wood, 1990). Em micrétomo, os fragmentos tissulares
foram seccionados em espessura de 3,0 — 5,0 um e subsequentemente submetidos a coloragéo
hematoxilina-eosina e examinados ao microscopio Optico para avaliagfes de possiveis

alteracdes toxicologicas.

2.2.4 Avaliacdo toxicologica: Perfil eletrocorticografico

2.2.4.1. Desenho Experimental

Desenho Experimental I:Inicialmente os animais foram divididos em 2 grupos.

O Grupo | controle (n=10) recebeu somente o veiculo em questdo e 1l Grupo tratado (n=10)
recebeu LHSna dose 3mg/Kg, de forma repetida: 30 minutos, 24, 48, 72 horas. As leituras

eletrocorticogréaficas foram efetuadas no mesmo periodo supracitado.

Design Experimental Il: Posteriormente projetou-se um novo experimento a fim de avaliar
um perfil diferente de doses no possivel aumento do limiar basal e controle da excitabilidade
e em animais inicialmente tratados com pentilenotetrazol (PTZ). Os animais foram divididos
em5 grupos (n=10). O grupo | controle (recebendo apenas veiculo), grupo Il que recebeu

oLHS na dose de 30 mg/kg, grupo Ill que recebeu o LHS na dose de 300 mg/kg, grupo IV
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que recebeu o0 LHS na dose de 600 mg/kg e grupo controle positivo que recebeu Diazepam
na dose de 5mg/kg, sendo que todos grupos foram tratados inicialmente com PTZ (60
mg/kg) via i.p. Para caracterizar o comportamento excitatério no decorrer do tempo de
contato com o PTZ, foram divididos os seguintes estagios com tempo de observagdo de 30

minutos conforme o Tabela 1:

Tabela 1.Estagios do comportamento excitatdrio resultante da exposicdo ao PTZ.

Estagio O: Sem alteragdes comportamentais apos aplicacdo do PTZ.
Estagio 1: Animal apresenta erigamento de vibrissas, Imobilidade e tremores de pina.
Estagio 2: Incoordenacdo e tremor, espasmos dos membros anteriores e

embandeiramento da cauda.

Estagio 3: O animal apresenta crises clénicas isoladas em um ou mais membros

anteriores sem perda do reflexo de postura.

Estagio 4: O animal apresenta crises clonicas generalizadas com perda transitoria do

reflexo de postura, salivacao e vocalizacéo.

Estagio 5: Animal apresenta crises clénicas ou ténico —clonicas generalizada com

perda do reflexo de postura, cianose e parada respiratoria.

Para captacdo de sinal eletrocorticograficos foram implantados eletrodos conjugados
na duramater, cada eletrodo apresenta 1 mm de diametro. As coordenadas esteriotaxica
utilizadas foram Bregma -0,96mm e 1 mm lateral, indicado como cdrtex motor (Paxinos,

2005).

O implante dos eletrodos utilizados na obtengdo dos registros corticais foi realizado

conforme a técnica utilizada por (Hamoyet al., 2018, Monteiro et al., 2015). Para os dois
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delineamentos experimentais (I e I1l). No terceiro dia apds a cirurgia, os eletrodos foram
conectados a um sistema de aquisicdo de dados, composto por um amplificador de alta
impedancia (Grass Technologies, P511), monitorado por um osciloscépio (Protek, 6510), 0s
dados foram continuamente digitalizados em uma taxa de 1 KHz por um computador
equipado com uma placa de aquisi¢do de dados (National Instruments, Austin, TX) os dados
foram armazenados em disco rigido e, processado através de um software especializado
(LabVIEWexpress). O eletrodo de registro estava localizado no lado direito do hemisfério, e
do lado esquerdo o eletrodo de referéncia. Todo o experimento foi executado dentro da gaiola

de Faraday.

No Desenho Experimental I:0s animais (n=10) tratados com LHS(3mg/Kg), de forma
repetida: 30 minutos, 24, 48, 72 horas controles (n=10). As leituras eletrocorticogréaficas
foram efetuadas nos mesmos periodos supracitados. Ja no Design Experimental II: LHS foi
administrado os diferentes grupos nas doses 30, 300 e 600mg/kg (n=10 por grupo). Apos 60
minutos foi feito a aplicacdo de 60 mg/kg de PTZ via IP, logo em seguidafoifeita a avaliacdo
comportamental seguida do imediato registro eletrocorticografico (ECoG) que teve duracao
de 10 minutos para cada animal. Os dados foram comparados com o Diazepam na dose de 5

mg/kg obedecendo ao mesmo critério para registro.

2.2.4.2 Analise dos dados eletrocorticogréafico

Para as analises dos sinais adquiridos uma ferramenta foi construida usando a
linguagem de programacdo Python versdo 2.7. As bibliotecas Numpy e Scipy foram usadas
para 0 processamento matematico e a biblioteca Matplolib para os graficos. A interface

gréfica foi desenvolvida utilizando a biblioteca PyQt4.
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Os graficos de amplitude demonstram a diferenca de potencial entre os eletrodos de
referéncia e de registro. Nos sinais foram observadas 1000 amostras por segundo. Os
espectrogramas foram calculados usando uma janela de Hamming com 256 pontos (256/1000
segundos), cada quadro foi gerado com uma sobreposi¢do de 128 pontos por janela. Para cada
quadro a densidade de poténcia espectral (PSD) foi calculada pelo método periodograma
média de Welch. O histograma de frequéncia foi gerado pelo primeiro calculo do PSD do
sinal usando a janela de Hamming com 256 pontos, sem sobreposi¢do, com o PSD, resultando
um histograma construido com caixas de 1 Hz. Para analisar a diferenca entre o0s
experimentos, um grafico com a media e desvio padrdo de PSD de varios experimentos foi
construido, cada onda do grafico foi gerada a partir de um conjunto de testes, onde o PSD foi
gerado e calculado a média e o desvio padrdo de cada grupo, para o célculo da janela PSD
Hamming foi usado 256 pontos sem sobreposi¢do.Ap0s o periodo de registro, os animais
foram eutanasiadoscom altas doses de cloridrato de quetamina (200 mg/kg) e xilazina (10
mg/kg) e Diazepam (10 mg/Kg) para evitar mais sofrimento, seguindo as exigéncias

institucionais para a eutanasia destes animais.

2.3. Andlises estatisticas dos resultados

As analises toxicoldgicas referentes a Artemia salina, bem como, as analises
comparativas dos dados hematoldgicos e bioquimicos foram determinadas com o auxilio do
software GraphPad Prism 5.0 ® Anova, Dunnet e p< 0,05. J& as comparac@es dos valores de
poténcia revelados pela analise eletrofisiologica no primeiro grupo experimental foram
efetuadas usando teste t paramétrico p < 0,05 e para o segundo experimento que visava 0

comparativo de doses Dunnet e Tukey com p< 0,05, com auxilio do mesmo software.
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3.RESULTADOS

3.1 Bioensaio de toxicidade para as larvas de Artemia salina

Apobs o preparo do liofilizado foi realizado o Bioensaio comArtemia salina,ap6s 24
horas a leitura foi comparada ao controle negativo onde estava presente apenas as lavras e a
solucgéo salina com ausénciadas solugdes testes, o bioensaiondo demonstrou diferencas entre
controle e tratado com LHS, nas diferentes concentragdes de 1, 10, 100 e 1.000 ppm, como

mostra o Gréfico 1.

-
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Gréfico 1: Taxa de sobrevivéncia de Artemia salina sob diferentes concentragdes do liofilizado de

cascas de Himatanthus sucuuba-LHS (1, 10, 100 e 1.000 ppm) ap6s 24 h exposicéo.

3.2. Avaliacaotoxicologica subcrénica

A Tabela 2 apresenta os resultados do perfil hematolégico obtidos nos animais
Controle e Tratados com LHS. Os dois grupos ndo apresentaram diferencas estatisticas entre
si em todos os parametros estudados.Estes resultados demonstram a auséncia de alteracbes

destes parametros hematoldgicos nos animais submetidos ao tratamento com LHS por 30

dias.
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Tabela 2: Parametros hematoldgicos pos-tratamento (3 mg/kg via oral, apos 30 dias).

Parametros Controle Tratado Valor de P
Hemécias (10%/mm?3) RBC 6,659 + 0,1851 6,388 + 0,3695 0,8986
Hemoglobina (g/dL) HGB 12,62 £ 0,4192 12,78 +0,3475 0,5630

Hematdcrito (%) HCT 38,52 + 1,163 38,52+ 1,032 0,7563

Volume corpuscular médio VCM (fL) 57,85 +0,9188 58,50 + 0,7966 0,5366
Hemoglobina corpuscular médio HCM (pg) 18,92 +0,3873 19,41 £ 0,2914 0,2255
CHCM (g/L) 32,70 £0,3519 33,15+ 0,2119 0,2556

Leucdcitos (103/mm?3) WBC 7,977 +£0,4043 9,664 + 0,8398 0,0766
Granulécitos (%) 12,73+ 1,570 8,586 + 1,541 0,0768

Linfécitos (%) 67,14 +4,413 63,91 + 7,426 0,6688

Monécitos (%) 15,98+0,8268 13,22+1,651 0,1099

Plaquetas (10%/mm?) PLT 565,6 + 24,37 586,4 + 31,84 0,3896

Os valores estdo expressos em média + EPMaplicado teste T pareado, com uso do software GraphPad Prism5.0®. * A

presenca indica resultados diferentes estatisticamente quando comparados com os valores apresentados pelo grupo controle.
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Os resultados obtidos via analise do perfil bioquimico sérico de ratos controles e
tratados com LHS. Foram efetuadas as dosagens de glicose (mg/dL), transaminases (Gama;-
GT, AST e ALT), creatinina (mg/dL), ureia (mg/dL), &cido Urico (mg/dL)e proteina total dos
animais do desenho experimental. O tratamento efetuado com LHS n&o revelou resultados
diferentes estatiscamente quando comparados aos obtidos no grupo controle (Tabela 3).

Tabela 3. Pardmetros bioquimicos nos animais tratamento por 30 dias com LHS.

221

Parametros Controles Tratados Valor d& P
Ureia (mg/dL) 36,21 + 1,331 40,47 + 1,564 0,103832
Creatinina 0,3121 + 0,03538 0,2680 + 0,009817 0,343433
(mg/dL)
Acido Urico 1,129 +0,1584 0,9933 + 0,1548 0,5146°4
(mg/dL)
235
AST (U/L) 116,5 + 16,98 145,9 + 13,34 0,3285
ALT (U/L) 61,07 + 2,843 60,73 +1,871 0,940836
Gama GT 1,643 +0,1329 1,600 + 0,3055 1,007
Proteina total 3,493 £ 0,05078 3,447 +0,05422 0,6825
238
(g/dL)
Glicose (mg/dL) 82,00 + 5,597 86,80 +2,922 0,468839 | p
240 a

rametros bioquimicos das transaminases (Gama;-GT, AST e ALT), creatinina (mg/dL), ureia ((mg/dL), &cido Urico
(mg/dL), proteina total(g/dL) e glicose (mg/dL) obtidos do soro de Ratos wistar, tratados com 3 mg/kg vo de LHS,
apos 30 dias (toxicidade subcronica).Os valores estdo expressos em média + EPM foi aplicado teste T pareado.
A inspecdo macroscépica dos 6rgados: figado, rim e porcdo duodenal logo apds o
sacrificio foi efetuada. Apds a seccdo dos mesmos estes foram pesados. Ndo foram

observadas diferengas estatisticas entre as médias de pesos dos 6rgdos supracitados entre 0s

grupos controle e tratado com LHS, (teste T, ndo pareado, p<0,05)dados ndo expressos. Apds
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esta andlise estes drgdos foram fixados e submetidos a coloracéo especifica de hematoxilina e
eosina para que fossem efetuadas as analises histologicas. As figuras 1, 2 e 3 corresponde as

analises histoldgicas de figado, rins e por¢do duodenal intestinal.

Quanto a leitura das ldminas considerou-se padrdo de normalidade para o figado
parametros de conservacdo e homogeneidade do aspecto. Foi possivel identificar lébulos
hepaticos integros, espaco porta integro e veias hepaticas bem definidas; cord@es sinusoides
presentes. Nao foi observada necrose, hipertrofia da célula de Kupffer nem ocorréncia de
apoptose ou degeneracgdes (hidropica ou esteatose), figura 1, A, B e C apresentam laminas de
figado de animais tratados comdecocto de Himatanthus sucuuba e em D e E estdo laminas de

animais controles.
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Figura 1.Cortes histoldgicos de figado.A, B e C apresenta microscopia de figado de animais tratados
decocto de Himatanthus sucuuba e D e E laminas de animais controles. O hepatécito e espaco porta
apresentam os elementos de tecido conjuntivo compativeis com a normalidade (Tecido conjuntivo

frouxo, vasos). Coloragdo (H&E) microscopicaobj 20 e 40X.

Nos rins, a normalidade se manteve bem conservada, apresentando corpusculos renais e
tibulos contorcidos proximais e distais integros; os glomérulos formados por capilares,
células endoteliais e mesangiais sem alteracdes histolégicas. Resultados expressos nas
laminas de rim dos animais tratados com decocto de Himatanthus sucuuba,houve pequenas
ocorréncias de degeneracdo hidrdpica, mas como é reversivel e de causas variadas ndo pode
se afirmar que estar associado ao tratamento. Figura 2, 2F e 2G (tratados) apresentando

caracteristicasmorfologicas semelhante a figura 2H (controle).
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Figura 2. Cortes Histologicos de rins. As imagens 2F, 2G descreve lIaminas de animais tratados com
LHS onde destacam-se os tubulos contorcidos proximais (TCP) e distais (TCD) glomérulo, regido
cortical com tabulos proximais retilinea, tdbulos distais com macula densas e na regido medular
tubulos e ductos coletores com células cubicas bem delimitadas. A analise descreve semelhante

morfologia ao controle — imagem H. (Coloragdo H&E) microscdpico obj.20 e 40X.
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Os cortes histoldgicos referentes a por¢do duodenal apresentado na Figura 3. As
imagens 3l, 3J, 3L sdo referentes a ratos tratados LHS por um periodo de 30 dias e a figura

3M corresponde ao controle. Também ndo foram observadas alteragcdes nas amostras tratadas

em relacdo as controle.

Figura3. Cortes Histologicos da por¢do duodenal. As imagens 3I, 3J e 3L mostram a porcgao
duodenal de animais tratados com LHS, com criptas, muscular da mucosa, tecido conjuntivo, parte
glandular intestinal, integro comparados ao Controle — imagem M Coloragdo (H & E) e visualizado

em microscopico obj 20 e 40X.
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313 3.3 Avaliagdo toxicoldgica: Perfil eletrocorticografico

314 Para avaliacdo de possiveis alteracGes no perfil eletrocorticografico os animais foram
315 inicialmente submetidos a um implante de eletrodo para posterior realizacdo do
316  eletrocorticograma (ECoG). A Figura 4 apresenta o posicionamento do eletrodo implantados

317  emtodos os animais deste desenho experimental.

327  Figura4:Implante do eletrodo para a realizagdo do ECoG.

328
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Gréfico 2:Distribuicdo espectral de frequéncia demonstrando media e desvio padrdo nas frequéncias
de 1-50Hz. O registro eletrocorticografico de ratos tratados LHS (3mg/Kg) e controle, letras distintas

entre as curvas denotam diferencas significativa ap6s aplicado Teste T pareado.

As andlises referentes ao eletrocorticograma (ECoG) estdo apresentadas no grafico 2
pela distribuicdo espectral das frequéncias e no grafico 3 que ilustra o sinal
eletrocorticografico apds administracdo de LHS 3mg/Kg, doses repetidas nos tempos 30 min,
24, 48, 72 horas. Os resultados ndo apresentaram significancia estatistica, no entanto, a
observacdo do Grafico 2 é possivel notar uma sugestiva baixa de linear no potencial, que
apesar de nestas condicGes ndo apresentarem significancia estatistica podem expressar
diferencas com o controle em outra faixa de dose de LHS. Tendo em vista a analise mais
detalhada desta tendéncia observada efetuou-se o designer experimental Il onde os resultados

estdo expressos na Tabela 3 e Gréaficos 4 e 5.
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Gréfico 3:Sinal eletrocorticografico ap6s administragdo de LHS 3mg/KgA= Basal, B= 30
minutos, C= 24 horas, D= 48 horas e E= 72 horas. Tragados eletrocorticogréficos (ECoG) mostrando

pontas e rajadas isoladas. Grafico 3 A- Espectrograma de frequéncias basal. Gréficos 3 B, C, D, E
correspondem aos espectrogramas de frequéncia de apds tratamento com doses repetidas de 3mg/kg

com leitura efetuada depois de 30 min, 24, 48, 72 horas respectivamente.
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A Tabela 4 apresenta o tempo de laténcia (em segundos)da escala de aparecimento dos

356 administracdo de LSH.

300 e 600 mg/kg como avaliacdo anticonvulsivante.

principais comportamentos observadosnos estagiosap6s a administracdo LHS nasdoses de 30,

Tabela 4: Laténcia (S) de aparecimento sinais comportamentais observados nos estagios apds a

E.V. . EMA C.S.P.R. C.G.T.P.R. | C.C.T.P.R | Morte
PTZ
60mg/kg
27,57£4,353 | 55,57+11,94 65,57+£12,39 79,29+21,48 161,3+66,94 420,6£87,37 | 726+96,72
LHS
(+PTZ2)
24,834,708 | 44,17+2,483 56+ 6,573 71,17+10,83 178,3+ 18,99 442,5+55,40 | 636+74,36
30 mg/kg
LHS(+PTZ)
300 mg/kg | 30,83+7,985| 56,17 +11 82,67+ 24,85* 103,7+32,19 183 + 41,56
LHS
(+PTZ)
33+2,828 43,83+ 3,71 57,338,042 71,17+£10,68 | 192,8+ 30,26
600 mg/kg
357 E.V: Ericamento de vibrissas (estagio 1), I: incoordenacdo, e E.M.A: Espasmos dos membros anteriores ( estagio Il) , C.S.
358 P.R.: Crises clénicas isoladas sem perda do reflexo de postura (estagio 1), C.G.T.P.R.: Crises clonicas generalizadas com
359 perda transitéria do reflexo de postura (estagio 1V), C.C.T. P.R.: Crises clonicas ou t6nico clénicas com perda do reflexo de
360 postura e M: morte.
361 A avaliacdo comportamental foi efetuada de acordo com o0s estagios comportamentais
362  descritos na Tabela 1. E os tempos de laténcia estdo detalhadamente descritos na Tabela 4.
363  Apds administracdo de 30 mg/kg de LHS por via oral, os animais ndo apresentaram
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diferencas detempo de laténcia em comparacdo com 0s estagios excitatorios convulsivos
provocados pela pentilenotetrazol(PTZ) atingindo o quinto estagio comportamental em 442,5
155,40 segundos, ndo apresentando diferenca estatistica em relacdo ao grupo PTZ que
apresentou laténcia de 420,6 87,37 segundos (Anova, Dunnet p<0,05). No entanto, nas doses
de 300 e 600mg/kg os animais apresentaramevolucgdo caracteristica ao quadro induzido pelo
PTZ até o estagio 4, onde foi possivel observar crises clénicas generalizadas com perda
transitéria do reflexo de postura, salivacdo e vocalizacdo, porém ndo ocorreu a evolugdo do
processo até o quinto estagio. Numa analise mais destacadaexposta no grafico 4 (4A e 4B)o
aparecimento de crises cl6nicas isoladas sem perda de reflexo de postura (estagio 3 - Tabela
1) e crises generalizadas com perda transitoria do reflexo de postura (estagio 4 — Tabela 1),
nas trés doses avaliadas, 30, 300 e 600mg/kgndo apresentaram diferencas estatisticas em

relacdo ao grupo PTZ isolado(Anova , Dunnet p<0,05).

1504 250-

200+

1004

150+

100+

50+

Laténcia segundos

50+

Laténcia em segundos

Grafico4:Tempo de laténcia para o aparecimento dos estagios 3e4.(A) apresenta a laténcia para o
aparecimento de crises clonicas isoladas sem perda de reflexo de postura, e (B) para crises clénicas
generalizadas com perdatransitoria do reflexo de postura (B). * indica resultados diferentes

estatisticamente em relacdo ao grupo PTZ isolado (Anova, Dunnet, p<0,05).
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Os animais tratados com as doses 300 e 600 mg ndo evoluiram para 0 estdgio 5
comportamental, onde o animal apresenta crises clénicas ou tdnico —cl6nicas generalizada
com perda do reflexo de postura, cianose e parada respiratdria, e nenhum dos animais
submetidos a este tratamento morreu, perfil evidenciado nos animais controles induzidos com
PTZe nos tratados com 30 mg/kg. Estes resultados sugerem uma protecdo ao animal,

impedindo que haja evolucdo do quadro convulsivo a estagios mais graves que podem leva-lo

a parada respiratdria e morte.
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398  Grafico 5. Registro eletrocorticografico demonstra o tracado e o espectrograma A-Basal, B-PTZ, C-
399 300 mg/Kg LHS e D-300 mg/Kg LHS +PTZ LHS.O gréfico 5 apresenta o demonstrativo do tracado
400 eletrocorticografico e espectrograma observado na leitura (A) Basal, (B) observado no animal que
401  recebeu PTZ, (C) animal tratado com 300 mg/kg LHS, (D) animal que recebeu 300 mg/kg de LHS e
402  posteriormente foi induzido a convulsdo por PTZ e (E) do animal submetido a dose de 5 mg/kg de
403  diazepam com posterior deflagragdo da convulsdo por PTZ.
404 Tendo em vista a comparacao do efeito inibitorio do tratamento com LHS sob oquadro
405  excitatdrio convulsivo induzido pelo PTZ, foi avaliada nas mesmas condi¢des experimentais o
406  tratamento com Diazepam 5 mg/kg, um benzodiazepinico classico com acdo
407  anticonvulsivante (Grafico 5 e 6).
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Gréfico 6: Amplitudes em escala linear das frequéncias até 50 Hz comparacao entre o tratamento LHS
e o tratamento com Diazepam (BDZ).O gréafico apresenta as diferencas de amplitude em escala linear
das frequéncias até 50 Hz, onde pode se observar a leitura basal, indugdo PTZ (60mg/Kg), LHS (300
mg/kg) isolado, LHS (300 mg/kg) + PTZ (60 mg/kg), e Diazepam (BDZ 5 mg/Kg) + PTZ (60 mg/kg).
O * apresenta resultados estatisticamente diferentes em relacdo ao grupo Basal (Anova, Dunnett,

p<0,001) e # apresenta resultados estatisticamente diferentes entre si (Anova, Tukey, p<0,001).

Na analise da atividade do potencial de campo representada por tracado
eletrocorticografico do cdrtex cerebral do rato em estado basal, o espectrograma demonstrou
distribuicdo de energia nas frequéncias até 50Hz, com maior concentracdo nas frequéncias
localizadas abaixo dos 10 Hz (Gréafico 5- A). A atividade do potencial de campo do animal
submetido a injecdo de PTZ apresentou amplitudes maiores no tracado eletrocorticografico, o
que pode ser observado no espectrograma que demonstrou maior intensidade de energia
distribuida até 50Hz (Grafico 5- B). Para o grupo que foi tratado com LHS o tracado
eletrocorticogréafico revelou com amplitudes proximo ao do grupo controle (basal) de tal forma
que 0 espectrograma apresenta concentracdo de energia nas frequéncias até 10Hz (Grafico -5

C). Para o grupo que recebeu LHS e posteriormente foi submetido a convulsdo provocada pelo
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PTZ observa-se que no tracado ocorre uma interrupcao na evolugdo da crise (Grafico 5 D- Seta
Vermelha) ndo permitindo a evolugdo para os estdgios posteriores. O grupo que recebeu
Diazepam (BDZ) 5 mg/Kg apresentou controle da convulséo induzida pelo PTZ, com minima

alteracdo de tracado (Gréfico 5 -E).

Dentro de uma andlise quantitativa, as diferencas nas amplitudes sdo evidenciadas
quando se compara a frequéncia linear no intervalo de 1 a 50Hz (Gréfico 6). O grupo Basal
apresentou média de 0,7859 * 0,1190 mV?/ Hz x 102 enquanto o grupo que recebeu apenas
PTZ, 27,26 + 11,91 mV?/ Hz x 103, demonstrando diferenca estatistica significativa em relagio
ao basal (Anova, Dunnett, p<0,001). Na analise dos grupos que receberam LHS na dose de
300mg/Kg de forma isolada revelou média de amplitude de 1,026 + 0,1812 mV?/ Hz x 10°néo
apresentando diferenca estatistica ao grupo de leitura basal. Ja& o Grupo que recebeu LHS
300mg/Kg e posteriormente PTZpara inducdo a convulsdo apresentou media de amplitude
registrada de 7,337 + 2,343 mV? Hz x 10° demonstrando diminuicio da intensidade da
convulsao provocada pelo PTZ, com diferenca estatistica significativa ao PTZ isolado (Anova,
Tukey, p<0,001). Vale ressaltar que o Grupo LHS 300 mg/Kg e posterior inducdo com PTZ
ndo revelou valores médios de amplitude diferentes estatisticamente do grupo tratado com

Diazepam e posterior inducdo com PTZ (Grafico 6, Anova, Tukey, p<0,001).
4. DISCUSSAO

A regido norte possui grande expressdo da medicina tradicional, fortemente
representada pelo uso de plantas medicinais, utilizacdo de Himatanthus sucuuba, a infusdo
casca desta planta pela populacdo regional vem mostrando potencial terapéutico com grande

aplicabilidade nas desordens digestivas. A analise de aspectos toxicos desta planta € de
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extrema importancia para determinar um perfil de seguranca associada a sua utilizagdo na
medicinal tradicional, podendo limitar variaveis relacionadas ao tratamento como esquemas
posoldgicos, doses e efeitos colaterais indesejaveis, e em algumas situacdes até mesmo a nao
recomendacdo de utilizacdo. E em especial, mesmo que comprovada sua seguranca €
extremamente Util determinar a possivel influéncia de sua ingesta no perfil das analises
clinicas como nos parametros de hemograma e de alguns analitos da bioquimica clinica de

rotina.

Os resultados expressos pela avaliacdo do liofilizado do decocto das cascas da
Himatanthus sucuuba (LHS) sob o bioensaio de Artemia salina apresenta um perfil
satisfatorio uma vez que ndo expressam resultados diferentes entre Artemias controles e
expostas a solucdo teste como mostra o grafico 1. Em geral a avaliacdo de toxicidade é
considerada fundamental como bioensaio preliminar no estudo de substancias com
propriedades bioldgicas. O teste realizado com a Artemia salina é muito utilizado, justamente
por fornecer dados relevantes em relacdo ao impacto de substancias sobre a microbiota, sendo
uma metodologia simples, que demanda um baixo custo e é flexivel & estruturas fisicas de
laboratérios (LUHLLIER et al, 2006).Nossos dados corroboram com dados descritos na
literatura que apresenta a descricdo de ensaios toxicologicos com extrato etandlico de
Himatanthus sucuuba realizada pelo grupo de pesquisa que demonstrou auséncia de
toxicidade expressiva no bioensaio da artemia Salina (LOPES, 2017).

Em relacdo as analises toxicologica subcrdnica a administracdo de doses repetidas por
um periodo de 30 dias ndo promoveu efeitos significativos nos resultados dos parametros do
Hemograma (Tabela 2). Dentro dos parametros analisados ndo foram determinadas alteracfes

em seu perfil que diferissem os animais tratados em relacdo aos controles. O sangue é
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principal meio de transporte, as células presentes desempenham varias funcdes de defesa
contra infeccBes tornando-se importante sua analise. Essas células reconhecem moléculas
estranhas existentes em diferentes agentes infecciosos, combatendo-as por meio de resposta
imunolégica (CRUVINEL et al,. 2010 ). Nenhum parametro avaliado apresentou diferencgas
que justificariam quaisquer alteracfes associadas a este tratamento repetido no perfil

hematoldgico.

No que diz respeito a avaliacdo de parametros bioquimicos de rotinaexpressos na
Tabela 3, as anélises sob as mesmas condi¢des também ndo apresentam toxicidade subcronica
da especie Himatanthus sucuuba , constatando que na dose utilizada na medicina tradicional,
e adaptada alometricamente ao modelo animal, ndo demonstrou nenhuma alteracao nestes
parametros bem como nenhuma aleracdo hipocratica ou morte durante o protocolo

experimental.

A verificacdo do perfil hepatico, a partir da analise das transaminases nos conferem
informacGes importante sobre a integridade/toxicidade de agentes sob hepatdcitos. O figado é
0 maior e 0 mais complexo dos 6rgdos internos, sendo o principal local do metabolismo de
agentes xenobidticos como os farmacos, bem como outros compostos potencialmente toxicos,
(GOMES, 2014)ainda segundo o autor o exame laboratorial, identifica as causas das lesfes
hepaticas e o perfil das alteracfes laboratoriais encontradas em hepatopatia especifica, e que
se complementam a possiveis alteracdes apresentados na analise histoldgica. O hepatécito é o
componente estrutural basico do figado, e é considerado o primeiro alvo da toxicidade de uma
substancia (ZELIKOFF, 1998). Considerado a célula mais versatil do organismo, acumula e
transportam inUmeras substancias além de possuir fungdes endocrinas e exocrinas

(GARTNER & HIATT, 1997). Como as células metabolicamente complexas, 0s hepatdcitos
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contém concentracdes elevadas de inimeras enzimas como aspartato aminotransferase (AST)
e alanina aminotransferase (ALT), a presenca de elevagdes simultaneas desta enzima
normalmente relata-se quadros de alguma patologia (ALVAREZ et al.,, 2002). Fato nao
relacionado ao tratamento avaliado. Ja a enzima y-glutamil transferase (GGT) encontra-se
ligada a membrana plasmatica de células que exibem alta capacidade secretora ou absortiva,
como hepatdcitos (ductos biliares e fracdo microssomal) tdbulos renais proximais. Emprega-
se 0 doseamento desta enzima para diagnosticar comprometimento da fungdo biliar
(ALVAREZ et al., 2002), onde também o tratamento com LHS ndo apresentou diferengas em

relacdo aos animais controle.

Para avaliacdo da funcdo renal foi dosado creatinina (mg/dL), ureia (mg/dL), &cido
arico (mg/dL), a analise ndo demonstrou alteracdes nos tecidos. O rimé o principal érgéo do
sistema urinario, sendo responsavel pela regulacdo da concentracdo da maioria dos ions
presentes nos liquidos organicos e pela filtracdo do sangue, equilibrio &cido-base por meio da
filtracdo do sangue, seguido da reabsorcdo seletiva ou da secrecdo para o fluido tubular e
excrecdo de substancias indesejaveis (SMELTZER, 2009. sendo criticos para eliminacdo dos
produtos de degradacdo, e a alteracdo na funcdo renal € uma das causas mais comuns de
toxicidade medicamentosa decorrente da excrecdo inadequada dos medicamentos ou de seus
metabolitos. A avaliacdo da funcdo envolve alguns constituintes de ocorréncia normal no
sangue, entre eles, creatinina, ureia e acido Urico. A creatinina € um produto normal do
metabolismo, sendo sua depuracdo proporcional a massa corporal. Situacbes em que ocorre
elevacdo de creatinina no plasma pode-se associar a uma deficiéncia no processo de filtracdo
glomerular, geral, elevacdo das concentracbes de creatinina e ureia no sangue podem ser

usadas como indice de decréscimo da filtragdo glomerular (DUSSE et al,. 2017, DAVIS e



516

517

518

519

520

521

522

523

524

525

526

527

528

529

530

531

532

533

534

535

536

537

30

BERNDT, 1994). O 4cido urico é o produto final do catabolismo das purinas individualmente,
os niveis de &cido Urico dependem de fatores metabdlicos determinados geneticamente, como
atividade enzimatica, fatores nutricionais e também da eficiéncia de sua excrecdo renal
(MARION et al. 2011). Nas andlises ndo foi determinada alteracBes significativas nestes

parametros, bem como no aspecto estrutural exibidos pela analise histolégica do tecido renal.

Vale ressaltar que a distribuicdo das estruturas funcionais, em perfil de normalidade,
também expressadas pela verificacdo histolégica de figado e rim por coloracdo hematoxilina e
eosina (HE) confirma a preservacdo destes tecidos ap0s exposicdo destes animais ao
tratamento figura 1 e 2. Outro 6rgdo analisado durante o experimento foi a por¢do duodenal.
A importancia da analise do tecido deve-se sua grande participacdo na atividade absortiva
deste 6rgdo. De forma semelhante ao figado e rim, ndo foram determinadas modificacfes na

avaliacdo histolégica efetuada no tecido como mostra a figura 3.

A literatura corrobora com dados obtidos na pesquisa trazendo a descri¢cdo deensaios
relacionados ao latex da Himatanthus articulatus demonstrando baixa toxicidade, assim como
ndo exerce nenhum efeito genotdxico em ratos (BAGATINI, 2004). O perfil semelhante
também foi obtido a partir da avaliacdo de extrato metandlico de H. articulatus revelando
baixa toxicidade por via oral em camundongos (SOUSA, et al., 2010), Estudos realizados com
a decoccdo de casca de caule de Himatanthus sucuuba sugerem que ha uma baixa toxicidade
reprodutiva e teratogénica, revelando que seu consumo € seguro para a espécie humana

(Guerra & Peters, 1991).

A literatura descreve um estudo que avaliou o efeito de extrato etandlico de cascas da

Himathantus drasticos (EHA) sob convulsdes induzidas por estricnina e pentilenotetrazol.



538

539

540

541

542

543

544

545

546

547

548

549

550

551

552

553

554

555

556

557

558

559

560

31

Nas analises com o primeiro indutor ndo foi observada atividade anticonvulsivante
significativa,no entanto, sob o0 modelo do PTZ, EHA apresentou atividade anticonvulsivante e
bioprotetora em todos os parametros avaliados, e de forma analoga ao nosso estudo seu
tratamento ndo se apresentou diferente aos resultados expressos pelo anticonvulsivante
Diazepam (PINTO, 2011). Neste mesmo estudo, a prospeccao fitoquimica inicial verificou
que a fracdo total de alcaloides obtidas do extrato, ndo foi capaz de promover a manutencéo
do efeito anticonvulsivante sugerindo desta forma que este efeito pode esta atribuida a outros
metabolitos secundarios ou que a mesma seja dependente do fitocomplexo. Diversos estudos
tém evidenciado o envolvimento de EROS nas convulsdes e efeitos induzidos por PTZ
(OBAY et al, 2008), AKABARA et al, 2005), nas ultimas décadas varios compostos de
origem natural dotadas com atividade anticonvulsivante apresentaram também atividade
antioxidante associada (HSIEH et al, 1999, IHAN et al, 2005). O grupo em estudos

relacionado verificou alta atividade antioxidante de LHS (dados ndo apresentados).

5. CONCLUSAO

O experimento realizado com decocto da casca de Himatanthus sucuuba LHS- 3mg/Kg
demonstrou auséncia de toxicidade expressiva no bioensaio da Artemia Salina.Este perfil foi
mantido na avaliacdo subcrénica com doses repetidas, onde ndo foram expressas alteracées
nos parametros hematoldgicos e bioquimicos estudados. A auséncia de alteracGes
morfoldgicas observada pela analise histoldgica de cortes de figado, rim e por¢do do duodeno
corrobora com os resultados bioquimicos obtidos, sugerindo seguranca associada ao uso
etnofarmacoldgico.

No que diz respeito a avaliacdo do perfil eletrocorticogréfico na dose utilizada na

medicina tradicional foi uma observada uma tendéncia no declive nas medias das amplitudes



561

562

563

564

565

566

567

568

569

570

571

572

573

574

575

576

577

578

579

32

nas leituras eletrocorticogréficas, sem que fosse determinada significancia estatistica pds
tratamento. Entretanto dentro de uma avaliagdo mais ampliada dos efeitos das doses nestes
parametros, as doses de 300 mg/kg e 600 mg/kg expressaram significativo efeito
anticonvulsivante frente as convulses induzidas com PTZ, e ja na dose de 300 mg/kg
resultados ndo diferentes estatisticamente dos obtidos com o uso de Diazepam 5 mg/kg.
Dentro da oOtica de avaliacdo toxicoldgica, estes resultados expressaram um achado que
contribui para uma nova atribuicdo farmacoldgica a esta planta, no entanto, sdo necessarios
estudos que possam averiguar em detalhe esta atividade revelada sendo objetivo de futuros

estudos a serem desenvolvidos pelo grupo.
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DESCRIPTION

The Journal of Ethnopharmacology is dedicated to the exchange of information and understandings
about people’s use of plants, fungi, animals, microorganisms and minerals and their biclogical and
pharmacological effects based on the principles established through international conwventions.
Early people confronted with illness and disease, discovered a wealth of useful therapeutic agents in
the plant and animal kingdems. The empirical knowledge of these medicinal substances and their
toxic potential was passed on by oral tradition and sometimes recorded in herbals and other texts
on materia medica. Many valuable drugs of today (e.g.. atropine, ephedrine, tubocurarine, digoxin,
reserpine) came into use through the study of indigenous remedies. Chemists continue to use
plant-derived drugs (e.g.. morphine, taxol, physostigmine, guinidine, emetine) as prototypes in
their attempts to develop more effective and less toxic medicinals.

In recent years the preservation of local knowledge, the promotion of indigenous medical systems
in primary health care, and the conservation of biodiversity have become even more of a
concern to all scentists working at the interface of social and natural sciences but especially to
ethnopharmacologists. Recognizing the soversign rights of States ower their natural resources,
ethnopharmacologists are particularly concermed with local people's rights to further use and develop
their autochthenous resources.

Accordingly, today's ethnopharmacological research embraces the multidisciplinary effort in the:

* documentation of indigenous medical knowledge,

» scientific study of indigenous medicines in order to contribute in the long-run to improved health
care in the regions of study, as well as

* search for pharmacologically unigue principles from existing indigenous remedies.

The Journal of Ethnopharmacology publishes original articles concermned with the observation and
experimental investigation of the biclogical activities of plant and animal substances used in the
traditional medicine of past and present cultures. The journal will particularly welcome interdisciplinary
papers with an ethnopharmacolegical, an ethnobotanical or an ethnochemical approach to the
study of indigenous drugs. Reports of anthropological and ethnobotanical field studies fall within
the journal’s scope. Studies involving pharmacoloegical and toxicological mechanisms of action are
especially welcome. Clinical studies on efficacy will be considered if contributing to the understanding
of specific ethnopharmacological problems. The journal welcomes review articles in the above
mentioned fields especdially those highlighting the multi-disciplinary nature of ethnopharmacology.
Commentaries are by invitation only.
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INTRODUCTION

The Journal of Ethnopharmacology is dedicated to the exchange of information and understandings
about people's use of plants, fungi, animals, microorganisms and minerals and their biclegical and
pharmacological effects based on the principles established through international conventions. Early
people, confronted with illness and disease, discovered a wealth of wseful therapeutic agents in
the plant and animal kingdoms. The empirical knowledge of these medicinal substances and their
toxic potential was passed on by oral tradition and sometimes recorded in herbals and other texts
on materia medica. Many valuable drugs of today (e.g., atropine, ephedrine, tubacurarine, digowxin,
reserping) came into use through the study of indigenous remedies. Chemists continue to use
plant-derived drugs {e.g., morphing, taxzel, physostigmine, guinidine, emetine} as prototypes in their
attermnpts to develop more effective and less toxic medicinals,
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State the objectives of the work and provide an adegquate background, aveiding a detailed literature
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Material and methods

Provide sufficient details to allow the wark to be reproduced by an independent researcher. Methads
that are already published should be summarized, and indicated by a reference. If quoting directly
fram a previously published method, use quotation marks and also cite the source. Any modifications
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Glossary
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are kept up to date by the corresponding author.
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done, or was visiting at the time, a 'Present address’ (or 'Permanent address'} may be indicated as
a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the work must be
retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such footnotes,

Abstract

& concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the
reszarch, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented separately from
the article, =o it must be able to stand alone. For this reason, References should be aveided, but if
essential, then cite the authoris) and year(s). Also, nen-standard or uncommon abbreviations should
be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in the abstract itself,

The author should divide the abstract with the headings Ethnopharmacological relevance, Aim
of the study , Materials and Methods, Results, and Conclusions.
Click here to see an example.

Graphical abstract

& graphical abstract is mandatory for this jourmal. It should summarize the contents of the article in
a concise, pictorial form designed to capture the attention of a wide readership online. Authors must
provide images that clearly represent the work described in the artide. Graphical abstracts should be
submitted as a separate file in the online submission system. Image size: please provide an image
with a minimum of 531 = 1328 pixels (h x w) or proportionally more. The image should be readable
at a size of 5 x 13 ¢m using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF
or MS Office files. ¥ou can view Example Graphical Abstracts on our information site.

&uthors can make use of Elsevier's Illustration Services to ensure the best presentation of their images
also in accordance with all technical requiremients.

Keywords

After having selected a dassification in the submission system, authors must in the zame step selact
5 keywords. These keywords will help the Editors to categorize your article accurately and process it
more guickly. A list of the classifications and set keywords can be found hare,
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please supply "as is" in the native document format,

Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic artwork is
finalized, please "Save as' or convert the images to one of the following formats (note the resolution
requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given below):

EPS (or POF): Vector drawings, embed all used fonts,

TIFF {or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300 dpi.

TIFF (or JPEG): Bitmapped {pure black & white pixels) line drawings, keep to 2 minimum of 1000 dpi.
TIFF {or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to a minimum of
500 dpi.

Please do not:

* Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these typically have a
low number of pixels and limited set of colors;

= Supply files that are too low in resclution;

* Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Please note that figures and tables should be embedded in the text as dose as possible o where
they are initially dted. It is also mandatory to upload separate graphic and table files as these will
be required if your manuscript is accepted for publication.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or POF), or
MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit
usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear
in color online [e.g. Sciencelirect and other sites) regardless of whether or not these illustrations
are reproduced in color in the printed version. For color reproduction in print, you will receive
information regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please
indicate your preference for color: in print or online only. Further information on the preparation of
electronic artwork,

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the figure. A
caption should comprise a brief title {not on the figure itself} and a description of the illustration, Kesp
text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations used.
Tables

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either next w the
relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Mumber tables consecutively in
accordance with their appearance in the text and place any table notes below the table body. Be
sparing in the use of tables and ensure that the data presented in them do not duplicate results
described elsewhere in the article. Please avoid using vertical rules and shading in table cells.

References

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice
versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal
communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text, If
these references are included in the reference list they should follow the standard reference style
of the joumnal and should incude a substtution of the publication date with "Unpublished resuls".
"Personal communication” will not be accepted as a reference. Citation of a reference as "in press”
implies that the item has been accepted for publication.

Reference links

Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by online links to
the sources cited. In order to allow us to create links to abstracting and indexing services, such as
Scopus, CrossRef and PubMed, please ensure that data provided in the references are correct. Pleass
mote that incorrect surnamas, journal/book titles, publication year and pagination may prevent link
creation. When copying references, please be careful as they may already contain emrors. Use of the
D01 iz highly encouraged.

AUTHOR INFORMATION PACK 14 Dec 2018 www.elsevier.com/locate/jethpharm 12






& D01 is guaranteed never to change, 50 you can use it as a permanent link to any electronic article,
&n example of a citation using DOI for an article not yet in an issue is: VanDecar 1.C., Russo R.M.,
James D.E., Ambeh W.B., Franke M. (2003}, Aseismic continuation of the Lesser Antilles slab beneath
northeastern Venezuela. Journal of Geophysical Research, https://doi.org/10.1029/200118000384,
Please note the format of such citations should be in the same style as all other references in the paper

Data references

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript by citing them
in your text and including a data reference in your Reference List. Data references should include the
following elements: author name(s), dataset title, data repository, version (where available), yearn
and global persistent identifier Add [dataset] immediately before the reference so we can properly
identify it as a data reference. The [dataset] identifier will not appear in yvour published article.

Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most popular reference
management software products. These include all products that support Citation Style Language
styles, such as Mendeley and Zotero, as well as EndNote. Using the word processor plug-ins from
these products, authors only need to select the appropriate joumal template when preparing their
article, after which citations and bibliographies will be automatically formatted in the joumnal's style.
If no template is yet available for this jourmal, please follow the format of the sample references
and citations as shown in this Guide. If you use reference management software, please ensure that
yvou remove all field codes before submitting the electronic manuscript. More information on how to
remaove field codes,

Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by dicking the following
lirik:

http:/ /open.mendeley.com/use-citation-style/journal-of-ethnopharmacology

When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the Mendeley plug-
ins for Microsoft Word or LibreOffice.

Reference style

Text: All citations in the text should refer to:

1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the year of
publication;

2. Two authors: both authors' names and the year of publication;

3. Three or more authors: first author's name followed by ‘et al.” and the year of publication.
Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references can be listed either first
alphabetically, then chronologically, or vice versa.

Examples: 'as demonstrated (Allam, 2000a, 2000b, 1599; Allan and Jomes, 1999).. Or as
demonstrated (Jones, 1999; Allan, 2000)... Kramer et al. (2010) have recenthy shown _.'

List: References should be amranged first alphabetically and then further sorted chronolegically if
necessary. More than one reference from the same author(s) in the same year must be identified by
the letters '3', 'b', 'c’, etc., placed after the year of publication.

Examples:

Reference to a journal publication:

Van der Geer, 1., Hanraads, 1.A.)., Lupton, R.A. 2010, The art of writing a scientific artice. 1. Sci.
Commun. 163, 51-59, https://doi.org/10.1016/7.5c.2010.00372,

Reference to a journal publication with an article number:

Van der Geer, )., Hanraads, 1.A.)., Lupton, R.A. 2018, The art of writing a scientific article. Heliyon,
15, e00203. hetps:/doi.org/10.1016/.heliyon.2018.e00205.

Reference to a book:

Strunk Jr, W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed. Longman, Mew York.

Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G.R., Adams, L.B., 2009. How to prepare an electronic version of your artidle, in: Jones, B.5.,
Smith , R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-Publishing Inc., New York, pp. 281-304,
Reference to a website:

Cancer Research UK, 1975, Cancer statistics reports for the UK, http:/fwww.cancermmesearchuk.org/
aboutcancer/statistics/cancerstatsreport) (accessed 13 March 2003).

Reference to a dataset:

[dataset] Ogure, M., Imzhire, 5., Saito, 5., Nakashizuka, T., 2015, Mortality data for Japanese oak
wilt disease and surrounding forest compositions. Mendeley Data, v1. https://doi.org/10,17632/
¥wj9enb39r.1.
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