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RESUMO

O ensaio de Toxicidade Aguda Oral (TAO) do extrato hidroalcoolico das folhas de Caryocar
brasiliense foi avaliado em camundongos machos de acordo com Organization for Economic Co-
operationand Development (OECD) — Guideline 423,com o objetivo de identificar a dose toxica
e letal do extrato de Caryocar brasiliense por via oral. O extrato foi administrado por via oral em
camundongos com 20g de peso corporal. Por 11 dias, com atengao as primeiras 24 horas, os animais
foram observados quanto a alteragdes comportamentais ocasionadas pela ingestao do extrato. Apos
a eutanasia, figado, bago, pancreas, pulmdes, rins ¢ coragdo foram macro ¢ microscopicamente
avaliados e nenhuma alteragao importante foi encontrada. O teste foi realizado com diversas doses,
a dose de 2000mg/kg foi a tinica que levou animais a obito nas primeiras 30 horas (2/3), o que de
acordo com a OECD 423, permitiu classificar o extrato bruto das folhas do Caryocar brasiliense
em classe toxicologica IV.

Palavras-chave: Caryocar brasiliense. Toxicidade aguda oral. Plantas medicinais. Uso
tradicional. Camundongo.

Evaluation of acute oral toxicity of hydroalcoolic extract of pequi
(Caryocar brasiliense) in mice

ABSTRACT

The Acute Oral Toxicity test (TAO) of the alcoholic extract of the leaves of Caryocar
brasiliense was evaluated in male mice according to Organization for Economic Co-operation
and Development (OECD) — Guideline 423, with the goal of identifying toxic and lethal dose the
extract Caryocar brasiliense orally. The extract was orally administered in mice with 20g of body
weight. For 11 days, with attention the first 24 hours, the animals were observed for behavioral
changes caused by the ingestion of the extract. After euthanasia, liver, spleen, pancreas, lungs,
kidneys and heart were grossly and histologically evaluated and no significant change was found.
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The test was performed with different doses, a dose of 2000mg/kg was the one that led the animals
died within first 30 hours (2/3), which according to OECD 423, allowed classifying crude extract
from the leaves of Caryocar brasiliense in toxicity class IV.

Keywords: Caryocar brasiliense. Acute Oral Toxicity. Medicinal plants. Traditional use.

INTRODUCAO

A humanidade pdde perceber que, além de as plantas serem comestiveis, algumas
eram dotadas de maior ou menor toxicidade e que, ao serem experimentadas no combate
as doengas, revelaram, empiricamente, o seu potencial curativo (CAMPESATO, 2005).
Antes chamadas de terapias alternativas ou tradicionais, o uso de plantas medicinais
¢ bastante significativo principalmente nos paises em desenvolvimento, por ser um
recurso facilmente encontrado e de baixo custo. Surge das herancas histéricas somadas
a diversidade da flora, o dificil acesso da populacdo a assisténcia médica e farmacéutica,
aampla comercializagao em locais publicos, a influéncia das propagandas que prometem
beneficios seguros e ainda da fraca atuagdo dos organismos estatais responsaveis pela
vigilancia sanitaria (SILVA; RITTER, 2002).

O uso milenar e tradicional das plantas medicinais nao ¢ suficiente para valida-las
como medicamentos eficazes e seguros (GALLO et al., 2000). Pesquisas mostraram que
muitas delas possuem substancias agressivas ¢ por essa razao, deve se respeitar seus riscos
toxicologicos (AGRA et al., 2008; VEIGA JR, 2005). Ha a necessidade de se conhecer
sobre a toxicidade ¢ as reagdes adversas da maioria das plantas medicinais ¢ fundamental
para que ndo sejam utilizadas de forma inadequada ou até concomitante com outros
medicamentos alopaticos o que podem induzir a problemas graves (SILVEIRA, 2007;
VEIGA JR, 2008). Um dos enganos mais comuns ¢ julgar que um cha ou infusdo de plantas
medicinais ¢ inofensivo e que pode ser ingerido sem indicagcdo médica (GALLO et al.,
2000; CLARKE et al., 2007). Portanto, identificar os efeitos desconhecidos, quantificar
0s riscos ¢ mecanismos envolvidos sdo essenciais para tornar o uso das plantas medicinais
mais seguro e eficaz (SILVEIRA et al., 2008).

Algumas plantas medicinais possuem efeito embriotoxico, teratogénico e abortivo,
uma vez que, seus constituintes podem chegar ao feto atravessando a placenta e
gerando graves efeitos (BRASIL, 2002). A embriotoxidade se refere a perturbagdo no
desenvolvimento embrionario ou fetal, cujas dosagens ndo afetam o organismo materno;
mas, quando ocorre a morte do embrido apos a administragdo de doses toxicas para a mae,
este fato deve ser considerado como um efeito toxico da planta e essa caracteristica ¢
chamada de embrioletalidade (ARAUJO, 1998). A teratogenia pode ter causas ambientais,
fisicas, biologicas ou quimicas. Acredita-se que a exposi¢ao a determinadas plantas durante
a gravidez seja responsavel por cerca de 1% das mas formagdes fetais (RODRIGUES et
al.,2011). As drogas agem sobre diversas fases do processo reprodutivo, como fertilidade,
embriogénese, organogénese, parto € com consequéncias graves para o recém-nascido,
entretanto o risco teratologico é maior na organogénese (ARAUJO, 1998). O aborto que
significa privagdo ao nascimento pode ser classificado como espontidneo ou natural e
provocado ou induzido. Muitas vezes o aborto é provocado pelo uso indiscriminado de
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plantas medicinais em mulheres que desconhecem os possiveis efeitos causados durante
a gestacao.

Dentre as plantas reconhecidas como medicinais, o pequizeiro, ¢ amplamente
utilizada pela populagdo tradicional para diversos fins, desde sua raiz até os frutos.
Para tanto, estudos toxicoldgicos, sdo importantes para determinar o potencial de novas
substancias que podem causar danos a satide (VALADARES, 2006).

Os testes de toxicidade sdo conduzidos antes do inicio dos ensaios farmacologicos
e proporcionam uma avaliagdo preliminar das propriedades toxicas de uma substancia
(PUCCI, 2009). Ainda, permitem avaliar a ideia errénea de que produtos derivados
das plantas sdo isentos de efeitos toxicos e adversos (CUNHA et al. 2009). Portanto, o
proposito deste trabalho foi identificar a toxicidade aguda oral do extrato de Caryocar
brasiliense para camundongos.

MATERIAL E METODOS

Coleta e identificacdo taxondmica

Foram coletadas folhas jovens da arvore Caryocar brasiliense no Campus de Porto
Nacional — UFT (Universidade Federal do Tocantins), Estado de Tocantins, no més de
setembro de 2012. Foram utilizadas apenas as folhas jovens, isto €, aquelas localizadas
nas gemas terminais das ramificagdes, que foram identificadas e comparadas com as do
Acervo da Universidade, por meio da exsicata 6.022. A coleta foi autorizada pelo SISBIO
(processo n° 34309-2).

Preparacéo do extrato

As folhas do C.brasiliense permaneceram em estufa a 45°C por 7 dias, para
desidratarem, e, em seguida, foram trituradas em moinho para obteng¢do do p6. Para
obtengao do extrato, o p6 foi totalmente submersos em uma solugao hidroalcodlica (EtOH
a70%), e essa mistura permaneceu acondicionada em vidro hermeticamente fechado por 3
dias, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. A solucao resultante foi filtrada em papel
de filtro, com o auxilio da bomba de vacuo, evaporada até que estivesse totalmente seca,
num evaporador rotativo a 45 rpm, a 45°C, e depois liofilizada, aliquotada e armazenada
a -20°C. No momento do uso, o extrato foi diluido (m/v) em 6leo de milho Mazola®.

Teste de toxicidade aguda oral para o extrato das folhas
do C. brasiliense — TAO 423

O teste seguiu as recomendagdes da Organization for Economic Co-operation and
Development proposto em 2001 (OECD, 2001), Guidelines for the Testing of Chemical,
Section 4 (Health Effects), Guideline 423 (Fig.1)
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FIGURA 1- Etapas para o procedimento da toxicidade aguda segundo OECD423 -2001.
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Foram utilizados 3 camundongos machos (Mus musculus, var. albino) por dosagem,
pertencentes a linhagem Swiss, com 60 dias de idade e com peso de 20g, provenientes
do Biotério Central do Instituto Butantan. Os animais foram submetidos a jejum solido
por 3-4h, antes da administra¢do do extrato da folha de C. brasiliense, por gavagem, ¢
por mais lh, apés a administragao.

Os animais foram alojados em gaiolas, por grupos de dosagem, receberam agua e
ragdo ad libitum, com fotoperiodos de 12/12 (claro-escuro) e mantidos a uma temperatura
de 22-24°C.

De acordo com o guia OECD 423/2001 a toxicidade aguda oral foi determinada
em etapas e seguiu respectivamente as concentragdes de 300, 1000 e 2000 mg do extrato
de C. brasiliense/kg de peso corporeo, num volume final de 1mL/kg de peso corpéreo.
Os animais receberam por via oral através de gavagem.

Os animais foram observados initerruptamente nos primeiros 30 minutos,
periodicamente durante 24h, com especial ateng@o as 4 primeiras horas, e diariamente,
por um periodo de 11 dias, exceto nos casos em que o animal morreu ou foi submetido a
eutanasia, em razao do seu bem-estar. Os parametros avaliados foram: piloerecao, alteragdo
da locomogao, contor¢des abdominais, respiracao, tremores, convulsdes, salivagio,
diarreia, frémito vocal, irritabilidade, resposta ao toque, resposta ao aperto caudal. O peso
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dos animais foi registrado imediatamente antes da administracdo do extrato e, uma semana
apos e no final do mesmo. Ao final dos testes, os animais foram submetidos a eutanasia.
Para tanto, foi utilizado o CO, comprimido em cilindro, aplicado em camara anestésica
adequada. Todos os animais, inclusive aqueles que morreram no decorrer dos testes,
foram submetidos a necropsia e 6rgaos como rins, figado, pulmades, baco e cora¢ao foram
coletados para avaliagdo histologica. Para tanto, foram fixados em Bouin, desidratados
em bateria alcodlica crescente, diafanizados, embebidos e incluidos em parafina. Cortes
com aproximadamente 3um de espessura foram corados com hematoxilina e eosina, e
observados em microscopio de luz.

A utilizagdo dos animais seguiu todas as recomendagdes da Comissdo de Etica de
Uso Animal do Instituto Butantan (CEUAIB n° 1091/13).

RESULTADOS E DISCUSSOES

O teste de toxicidade aguda foi realizado utilizando a via oral ja que ndo ha relato do
uso da folha de Caryocar brasiliense por alguma outra via de administragdo. Vale ressaltar
que o teste de toxicidade aguda deve priorizar a via utilizada pelos humanos, ou seja, a via
oral. Mesmo sendo espécies diferentes, € notorio que a resposta dos camundongos frente
a administrag@o por gavagem nao sera a mesma daquela observada quando utilizada a
via intraperitoneal, devido as diferengas existentes entre os perfis de absor¢ao estomacal
e intestinal como pH, superficie de absor¢ao, motilidade intestinal, irrigagdo sanguinea
(KLAASSEN; WATKINS, 2001).

A primeira dose administrada foi a de 300mg/kg do extrato bruto de C. brasiliense,
pois como ndo se tinha quaisquer informagdes na literatura sobre a substincia a ser
administrada, o protocolo foi iniciado como recomendado pelo TAO/OECD 423. Esses
animais sob observagdo por 11 dias e ndo apresentaram nenhum sinal de alteracdo
comportamental ocasionado pela ingestdo do extrato, sendo eutanasiados apos o tempo
decorrido (Tabela 1).

TABELA 1 — Andlise corporal, comportamental, necropsial e ébito dos camundongos submetidos a ingestdo da
solucéo em 6leo vegetal do extrato hidroalcodlico de C. brasiliense na toxicidade aguda em camundongos.

Alteraces comportamentais Obitos
Dose  Meédia de massa Ganho
(Mg/Kg)  corporal inicial/  ponderal em Andlise
N=3 i i i
final 11 dias Locomogao Nhng:eal Eutanasiado necropsial
(©) @ Piloerecéo e tonus Dispneia
muscular
300 20/28 8 Ausente Ausente Ausente 0 3 Sem alterya?oes
macroscopicas
1000 20/24,5 4,5 Ausente Ausente Ausente 0 3 Sem alt'er‘a(;oes
macroscopicas
Presente ~
2000 20/20 0 Presente Presente 2 1 Sem alteragdes

macroscopicas
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Em seguida, foi utilizada a dose de 2000mg/kg, segundo recomendag¢des da OECD
423 (2001), dissolvidos em 1mL/100g de peso corporal, onde foram observados sinais
de alteragdes comportamentais ocasionados pela ingestao do extrato, como: piloerecao
em todos os animais testados, alteracdo da locomogao e dificuldade na respiracdo em
dois animais, levando um dos animais foi a 6bito ap6s 24 horas da administragdo do
extrato e o outro foi submetido a eutanasia por apresentar sinais de sofrimento. O animal
restante apresentou os primeiros sinais de toxicidade apds 23 horas da administragdo,
revertendo os sinais 30 horas depois. Foi o tinico animal deste grupo a completar os
11 dias. Durante esse periodo, ndo houve alteragdo do peso corpéreo, permanecendo
com 20g.

Para dar uma maior confiabilidade ao experimento, foi testada a dose de
1000mg/kg diluidos em 1mL/100g de peso corporal, realizado conforme protocolo
anterior. Nao foi observado nenhum sinal de alteragdo comportamental ocasionado
pela ingestdo do extrato, nem foi observada morte. Ainda, esses animais tiveram um
ganho corpdéreo médio de 22,5%,e no findar do tempo, todos os animais desta dose
foram eutanasiados.

O ganho de massa corpérea foi inversamente proporcional a dose do extrato
administrada. Os animais que receberam 300mg/kg e 1000mg/kg tiveram um ganho
médio de 40% e 22,5%, respectivamente, em 11 dias. Entretanto, o animal restante,
do grupo 2000mg/kg nio houve alteragcdo de massa, conforme tabela 1. Sabe-se que
os sinais de toxicidade sistémica sao definidos a partir da redu¢do na massa corporal
dos animais experimentais, na toxicidade subaguda (TOFOVIC; JACKSON, 1999;
RAZA et al., 2002; TEO et al., 2002). A toxicidade sistémica se manifesta através da
reduc@o nos consumos de dgua e ra¢ao, na diminui¢ao do desenvolvimento ponderal,
nas alteragdes de comportamento, apatia e ma condig¢@o da pelagem, como a presenga
de pelos arrepiados (MELO, 2001). Outros sinais de toxicidade podem se expressar
pela alteracdo da massa relativa dos drgaos, alteragdes hematologicas e bioquimicas
sanguineas (GONZALEZ; SILVA, 2003). O extrato bruto das folhas de C. brasiliense
produziu alteragdes significativas nos pardmetros fisioldgicos entre os grupos, com
destaque para a reducdo do ganho de peso e desenvolvimento ponderal entre os animais,
portanto, provoca toxicidade sistémica moderada.

Com relagdo as observagdes histopatoldgicas realizadas nos trés grupos, notou-se
que no grupo em que foi administrada 2000mg/kg da dose do extrato, pode se perceber
animais com alteragdes na integridade tecidual dos pulmdes, rins e, principalmente no
figado (Tabela 2), ndo houve comparagdo macroscopica, por ter restado apenas 1 animal.
Os animais dos demais grupos, ndo apresentaram alteragdes microscopicas anormais.
No entanto, coragao, figado e pancreas apresentaram alteragdes macroscopicas isoladas
em alguns animais (Tabela 2).
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TABELA 2 — Alteragdes micro e macroscopicas dos 6rgaos dos camundongos submetidos a diferentes doses
do extrato de Caryocar brasiliense.

300mg/kg 1000mag/kg 2000mg/kg

Hemorragia subcapsular e

Figado Tonalidade clara em um ponto Tonalidade escura e menor .
parenquimatosa

Grande em um animal e em outro

Rins Sem alteragdes apresentava manchas Lesdes microscopicas
Bago Sem alteragdes Sem alteragdes Sem alteragdes
Coragdo Grande em um animal Sem alteragdes Sem alteragdes
Pulmao Sem alteragdes Sem alteragdes Lesdes microscopicas
Pancreas Grande em dois animais Sem alteragoes Sem alteragoes
CONCLUSAO

O extrato hidroalcodlico das folhas de Caryocar brasiliense apresentou uma
Dose Letal Média DL, = 1000 mg/kg, o que permite classificar a substancia na classe
toxicoldgica IV, de acordo com a Tabela de classificacao de risco toxicologico agudo
segundo GHS — Globally Harmonised Classification System — OECD, 2001.

A determinagdo da toxicidade pode contribuir para o desenvolvimento de
trabalhos futuros que necessitem utilizar o extrato hidroalcodlico da folha de Caryocar
brasiliense.
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