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RESUMO

O uso popular de plantas medicinais € amplamente difundido no mundo, onde
varias plantas séo utilizadas para o tratamento de inUmeras doencas, como
cancer, asma, diabetes, distarbios  gastrointestinais, desordens
cardiovasculares, entre outras. A espécie Tropaeolum majus L. é uma
importante planta medicinal, nativa dos Andes da América do Sul, distribuida
mundialmente, sendo conhecida popularmente no Brasil como chaguinha,
capuchina e nasturcio. As folhas desta planta sdo utilizadas na medicina
tradicional para o tratamento de desordens cardiovasculares, infec¢des do trato
urinario, asma e constipagdo. Suas folhas e flores também s&o consumidas
pela populacdo na forma de saladas, apresentando um sabor picante
semelhante ao do agrido. Estudos com o extrato hidroetandlico das folhas de T.
majus demonstraram atividade diurética, anti-inflamatéria e anti-hipertensiva,
evidenciando seu potencial terapéutico e apoiando alguns de seus usos
populares. Porém, ndo ha estudos toxicologicos sobre o seu uso prolongado.
Deste modo, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a toxicidade oral pré-
clinica apos doses repetidas do extrato bruto hidroetandlico liofilizado obtido
das folhas de T. majus em ratos Wistar. Para isso trés doses do extrato
hidroetandlico de T. majus (75, 375 e 750 mg/kg) ou veiculo (dgua destilada)
foram administrados durante 28 dias por via oral, em ratos Wistar machos e
fémeas. Os animais foram pesados diariamente e sinais clinicos de toxicidade
sistémica foram avaliados durante os experimentos. Um dia ap6s o ultimo
tratamento os animais foram eutanasiados. Foi procedida a coleta de sangue
para analises hematoldgicas e bioguimicas, e posteriormente, foram removidos
0s Orgaos para determinacdo do peso relativo e analise histopatolégica. Nao
foram observados sinais clinicos de toxicidade ou morte relacionada com os
tratamentos. Nao foram observadas alteracdes significativas no ganho de peso
corporal, parametros hematoldgicos, parametros bioquimicos séricos, peso
relativo e analise histopatologica de figado, rins e baco. Os resultados obtidos
neste trabalho demonstram auséncia de toxicidade oral apés doses repetidas
durante 28 dias do extrato hidroetandlico de T. majus em ratos Wistar nas
doses utilizadas. Entretanto, outros estudos sao necessarios para uma
completa avaliacdo da seguranca desta planta, como estudos de toxicidade
oral apdés doses repetidas por 90 dias, estudos de genotoxicidade e
carcinogenicidade.

Palavras-chave: Tropaeolum majus L.; toxicidade pré-clinica; parametros
bioguimicos; parametros hematol6gicos; analises histopatoldgicas.



ABSTRACT

The popular use of medicinal plants is widely known around the world, and
several plants are used for the treatment of diseases as cancer, asthma,
diabetes, gastrointestinal and cardiovascular disorders, among others. The
species Tropaeolum majus L. is an important medicinal plant, native from the
Andes in South America, worldly distributed, popularly known in Brazil as
chaguinha, capuchinha and nastarcio. The leaves are mainly used in traditional
medicine for the treatment of heart disorders, urinary tract infections, asthma
and constipation. Its leaves and flowers are also used by the population as
salads, presenting a bitter flavor, similar to cress. Studies with the
hydroethanolic extract of the leaves of T. majus showed diuretic, anti-
inflammatory and anti-hypertensive activities, demonstrating its therapeutic
potential and supporting some of its popular uses. However there are no
toxicological studies about its chronic use. Therefore, the objective of the
present study was to evaluate the pre-clinical oral toxicity after repeated doses
of the lyophilized hydroethanolic extract obtained from the leaves of T. majus in
Wistar rats. Three doses of the hydroethanolic extract of T. majus (75, 375 and
750 mg/kg) or vehicle (distillate water) were orally administered to male and
female Wistar rats for 28 days. The animals were weighted daily and clinical
signs of systemic toxicity were evaluated during the experiments. One day after
the last treatment the animals were Kkilled, blood was collected for the
hematological and biochemical analysis, and later, organs were removed to
determinate the relative weight and histopathological analysis. No signs of
toxicity or death related to the treatment were observed. There were also no
significant changes in body weight gain, hematological or biochemical
parameters, relative organ weight and histopathological analysis of the liver,
kidneys and spleen. The results gathered in this study show the absence of oral
toxicity after repeated doses during 28 days of the hydroethanolic extract of T.
majus in Wistar rats in the doses used. However, other studies are necessary
for a complete evaluation of the safety of this plant, as oral toxicity studies after
repeated doses during 90 days, and genotoxicity and carcinogenicity studies.

Key words: Tropaeolum majus L.; pre-clinical toxicity; biochemical parameters;
hematological parameters; histopathological analysis.
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1 INTRODUCAO

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, cerca de 80% da
populacdo mundial utiliza a medicina tradicional para cuidar da saude. Além
disso, as plantas medicinais constituem o tipo de medicina tradicional mais
popular (WHO, 2008), pois inUmeras plantas sdo utilizadas pela populacéo
para o tratamento de muitas doencas, tais como asma, diabetes, desordens
cardiovasculares, cancer, distarbios gastrointestinais, entre outras (KIM et al.,
2007; GUPTA; BLEAKLEY; GUPTA, 2008).

Varios tipos de terapias empregando plantas medicinais tém sido
registrados apesar do intenso desenvolvimento e comercializacdo de
medicamentos convencionais. O acesso facilitado as plantas medicinais, seu
baixo custo e a tradicdo do seu uso contribuem para o crescimento deste tipo
de terapia alternativa (VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).

O uso de plantas medicinais para o tratamento de doencas geralmente
€ acompanhado pela crenca de que elas apresentam baixa toxicidade devido a
sua origem natural. No entanto, o tratamento com plantas medicinais, de
maneira semelhante ao uso de medicamentos convencionais, pode causar
efeitos adversos, interacbes medicamentosas e intoxicacbes (GADANO;
GURNI; CARBALLO, 2006; SEEF, 2007; SINITOX, 2011).

A preocupagéo com a seguranga do uso de plantas medicinais e suas
preparacdes tem aumentado, visto a ampla utilizacdo destes recursos pela
populacdo. Deste modo, a avaliagdo toxicologica destes recursos terapéuticos
com base em protocolos padronizados por agéncias regulamentadoras € de
extrema importancia.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que regulamenta
0s medicamentos e alimentos no Brasil, em uma de suas resoluc¢des dispde
especificamente sobre estudos de toxicidade pré-clinica de medicamentos
fitoterapicos, onde sédo recomendados estudos de toxicidade apds doses
repetidas para fitoterapicos utilizados por longos periodos (ANVISA, 2004b).

Uma importante planta medicinal nativa dos Andes da América do sul é
a espécie Tropaeolum majus L. (Tropaelaceae). Esta espécie é amplamente

distribuida no mundo, sendo conhecida popularmente como chaguinha,
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capuchinha e nastircio (CORREA, 1978; LORENZI; MATOS, 2002). Suas
folhas séo utilizadas na medicina popular para o tratamento de véarias doencgas,
incluindo desordens cardiovasculares, infeccbes do trato urinario, asma e
constipacdo (CORREA, 1978; LORENZI; MATOS, 2002; FERREIRA; VIEIRA;
ZARETE, 2004; FERRO, 2006).

Esta planta também € uma hortalica, principalmente as suas folhas e
flores sdo consumidas na alimentacdo, na forma de saladas, consideradas
como uma boa fonte nutricional (PANIZZA, 1997; NIIZU; RODRIGUEZ-AMAYA,
2005; MLCEK; ROP, 2011). A Empresa Brasileira de Pesquisa e Agropecuaria
(EMBRAPA) em um informativo incentiva o plantio desta planta, orientando
quanto ao seu cultivo, a fim de oferecé-la para o consumo alimentar e
medicinal (VAZ; JORGE, 2006).

Estudos em farmacologia experimental realizados com T. majus
demonstraram atividades farmacologicas que apoiam cientificamente alguns
dos seus usos populares e evidenciam o0 seu potencial terapéutico
(GASPAROTTO JUNIOR et al.,, 2009, 2011A, 2011B; LOURENCO et al.,
2011). Entretanto, quanto a estudos toxicoldgicos, existem poucos trabalhos
gue avaliaram a toxicidade desta planta (GASPAROTTO JUNIOR et al., 2009;
ZANETTI et al., 2003).

Dentro deste contexto, percebemos que € imprescindivel a realizacéo
de estudos mais abrangentes sobre estes recursos naturais, proporcionando o
uso racional e terapeuticamente correto destes agentes. Assim, com base no
potencial terapéutico de T. majus e na auséncia de estudos de toxicidade apos
0 seu uso prolongado, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a toxicidade
oral pré-clinica apés doses repetidas do extrato bruto hidroetandélico obtido das

folhas de T. majus (EHTM) em ratos Wistar.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 USO DE PLANTAS MEDICINAIS

O uso de plantas medicinais pela populacdo surgiu através da
transmissdo dos conhecimentos adquiridos empiricamente pelas geracoes
anteriores, fazendo parte da cultura popular (PANIZZA, 1997). Desde os
primordios o homem aprendeu a buscar na natureza alimento, e a utilizar-se
dela também para aliviar as dores e curar os males. Em suas observacdes
também encontrou na natureza plantas que lhes faziam mal (LORENZI;
MATOS, 2002).

Este tipo de medicina tradicional € amplamente difundido no mundo, na
Austréalia, por exemplo, é usada no tratamento das enfermidades por 50% da
populacao (LING et al., 2008). No Brasil, aproximadamente 20% da populacao
faz uso dos medicamentos disponiveis, enquanto o0 restante procura
tratamentos alternativos, onde estdo incluidas as plantas medicinais (REIS;
MARIOT, 2001). Uma pesquisa demonstrou que cerca de 37% da populacao
adulta dos Estados Unidos da América (EUA) utiliza preparacdes a base de
plantas medicinais terapeuticamente (BREVOORT, 1998). Outro estudo, no
Canada, relatou que 9% dos pacientes que chegam as clinicas médicas
afirmam ja ter utilizado algum tipo de terapia com plantas medicinais (XU;
LEVINE, 2008).

O baixo custo e a facilidade de obtencdo das plantas medicinais
contribuem para o aumento do uso terapéutico destes agentes. As plantas
podem ser cultivadas pelos proprios usuarios ou adquiridas facilmente em
ervanarios. Devido & auséncia de alternativas economicamente viaveis, muitas
vezes as plantas séo utilizadas como uma opcao terapéutica priméaria (VEIGA
JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005). Na Africa, cerca de 80% da populacio faz
uso deste tipo de medicina popular, principalmente frente ao alto custo dos
medicamentos sintéticos (WHO, 2008).

A importancia das plantas medicinais também é observada na
producdo de medicamentos. Diversos principios ativos foram isolados de

plantas medicinais e representaram a maior parte dos medicamentos
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disponiveis até 1950. No entanto, a produgdo sintética de farmacos e as
dificuldades técnico-cientificas na preparacdo de extratos vegetais contribuiram
para uma reducdo na quantidade de medicamentos de origem vegetal (LAPA et
al., 2004).

A partir da década de 80, com o avanco tecnolégico e o
desenvolvimento de técnicas de isolamento de substancias, a identificacdo de
compostos em amostras complexas, como sdo 0s extratos vegetais, tornou-se
mais efetiva (TUROLLA; NASCIMENTO, 2006). Devido a isso, constantemente
novas moléculas isoladas de plantas sdo testadas para o tratamento de varias
patologias, como exemplos podemos citar a Artemisinina, encontrada na
Artemisia annua, que apresenta potente atividade antimalérica; e o
anticancerigeno Taxol, isolado de plantas do género Taxus.

Deste modo, apds um periodo de declinio do interesse da industria
farmacéutica por substancias de origem vegetal, devido a dificuldades técnicas
e cientificas, tem sido notavel uma revalorizacdo dos medicamentos
fitoterapicos. Varios grupos farmacéuticos tém se dedicado no sentido de
promover o aprimoramento e a produgcdo em escala industrial dos mesmos
(TUROLLA; NASCIMENTO, 2006).

Tem sido observada uma ampla comercializacdo de produtos naturais.
O comércio de plantas medicinais apresentou um crescimento de 20% nhos
altimos anos, em relacdo aos medicamentos convencionais (HOWELL et al.,
2006). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude na Europa Ocidental o
faturamento anual com produtos naturais foi de 5 bilhées de délares no periodo
de 2003 a 2004. Apenas na China, as vendas destes produtos atingiram 14
bilhdes de dolares em 2005 e no Brasil chegaram a 160 milhdes de dolares em
2007 (WHO, 2008). Nos EUA representa aproximadamente 5 bilhdes de
dolares por ano, sendo o setor de maior crescimento no mercado farmacéutico
da América do Norte (ASCHWANDEN, 2001).

Além disso, muitas pesquisas com plantas medicinais estdo sendo
conduzidas proporcionando o desenvolvimento de novos farmacos, quer sejam
resultados de substancias isoladas ou produtos analogos aos derivados de
plantas (LORENZI; MATOS, 2002). Nao faltam exemplos desta contribuicdo

nos medicamentos atualmente disponiveis no mercado, das 520 novas drogas



18

aprovadas entre 1983 e 1994, aproximadamente 39% foram produtos naturais
ou derivados de fontes naturais (FRANCISCHI, 2005). Neste sentido, a busca
por substancias ativas a partir de plantas medicinais também é demonstrada
em estudos quimicos e farmacoldgicos, expressa pelo aumento do numero de
trabalhos cientificos publicados nesta area, assim como, pelo surgimento de
periddicos especificos (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998).

Na medicina tradicional mais de 20.000 espécies de plantas, que estéo
sendo estudadas, podem levar a descoberta de novos farmacos (GUPTA;
BLEAKLEY; GUPTA, 2008). Um levantamento dos registros de medicamentos
fitoterdpicos no Brasil encontrou 512 medicamentos com registro valido na
ANVISA até 30 de marco de 2008, os quais derivam de 162 espécies vegetais.
Destas espécies, apenas cerca de 25% sao nativas da América do Sul. Isto
demonstra a necessidade de investimentos em pesquisa acerca da eficacia e
seguranca de plantas medicinais brasileiras e sul-americanas, assim como no
desenvolvimento de medicamentos a partir das mesmas (CARVALHO et al.,
2008).

Por outro lado, a ampla utilizacdo de plantas pela populacdo mundial
também oferece riscos a saude da populacdo. O desconhecimento do seu
emprego correto por parte dos usuarios e a ideia de que elas apresentam baixa
toxicidade devido a sua origem natural, evidenciam a necessidade da
realizacdo de estudos cientificos sobre a seguranca do uso de plantas

medicinais.

2.1.1 Riscos do uso de plantas medicinais

A crenca da populacao de que por sua origem natural o uso de plantas
medicinais ndo causa efeitos tOxicos € contraposta por varios estudos. De
modo que mesmo plantas utilizadas popularmente com finalidade terapéutica
apresentam riscos a saude humana.

Estéo descritas na literatura complicacfes cardiacas, hepaticas, renais,
hematologicas, intestinais, entre outras, decorrentes da utilizagdo de
fitoterapicos (RIES; SAHUD, 1975; CHAN et al.,, 1977; WOOLF et al., 1994,
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ABT et al, 1995; KO, 1998; LAI; CHAN, 1999; SOSSAI; NASONE;
CANTAMALESSA, 2007).

Alguns compostos encontrados em espécies vegetais Ssao
potencialmente toxicos. Os alcaloides pirrolizidinicos, que estdo presentes em
varias plantas, sdo comprovadamente hepatotoxicos e carcinogénicos
(HIRONO; MORI; HAGA, 1978; YEONG et al., 1991; YANG et al., 2001). O
confrei (Symphytum officinale) empregado na medicina tradicional como
cicatrizante, apresenta estes compostos tOxicos, consequentemente, sua
utilizacdo em preparacdes para uso interno esta proibida pela ANVISA desde
1992 (ANVISA, 1992).

Recentemente, tém sido reportados na literatura casos de inducdo de
hepatite toxica pelo uso da espécie Aloe vera (KANAT; OZET; ATAERGIN,
2006; BOTTENBERG et al.,, 2007; YANG et al., 2010). Esta espécie é
conhecida como babosa e muito utilizada popularmente como anti-inflamatéria
e cicatrizante, entre outras aplicacbes. A ANVISA suspendeu a producdo de
alimentos e bebidas contendo Aloe vera em novembro de 2011 devido a
insuficiéncia de estudos que comprovem a seguranca do seu uso oral,
existindo somente registros de medicamentos fitoterapicos de uso tdpico
obtidos a partir da mesma (CARVALHO et al., 2008; ANVISA, 2011).

Outro exemplo de substancias toxicas encontradas em plantas séo
aquelas que causam nefrotoxicidade, como o acido aristoléquico. Este acido
estd presente em espécies do género Aristolochia, no qual estdo incluidas
plantas utilizadas popularmente para o tratamento de gota, artrite, reumatismo
e doencas inflamatérias cronicas da pele, como o cip6-mil-homens
(VANHERWEGHEM et al., 1993; DEBELLE et al., 2002; LAPA et al., 2004).

Encontram-se descritas na literatura muitas reacbes adversas, como
alergias, disturbios gastrointestinais, nauseas e outras, decorrentes da
utilizacdo de plantas medicinais e medicamentos fitoterdpicos. Outro ponto a
ser considerado é o fato de que tais produtos naturais também podem interagir
com outros medicamentos e entre si quando administrados concomitantemente
(VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).

Diversos estudos apontam para o risco de interagbes medicamentosas

pelo uso concomitante da erva-de-sao-jodo (Hypericum perforatum) com outros
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farmacos (HENNEY, 2000; MOORE et al., 2000; DI CARLO et al., 2001). Esta
planta é conhecida e amplamente utilizada por sua a¢éo antidepressiva e por
isso pode interferir com outras substancias que apresentam o mesmo efeito
farmacoldgico.

Um estudo realizado no estado do Rio de Janeiro analisou formulérios
sobre o0 uso de plantas medicinais preenchidos pela populacdo usuaria do
sistema de saude local e profissionais da area de saude. Foi observado que as
plantas séo utilizadas na forma de automedicac&do, concomitantemente com o
medicamento sintético e em muitos casos substituindo-o sem o conhecimento
médico, o que aumenta o risco de interacbes medicamentosas (VEIGA
JUNIOR, 2008).

O uso indiscriminado de plantas coloca em risco a saude da populacao.
Em 2009 o Sistema Nacional de Informacdes ToOxico Farmacoldgicas
(SINITOX) registrou 1289 casos de intoxicagdo humana por plantas no Brasil,
que correspondem a aproximadamente 1% do total de intoxicacBes. Deste
percentual, dois casos evoluiram a O6bito. A maioria das intoxicacfes foi
classificada em acidentes individuais, mas existiram consequéncias de uso
indevido, abuso, uso terapéutico, prescricdo inadequada, tentativa de aborto ou
suicidio, entre outras circunstancias (SINITOX, 2011).

A prevaléncia de intoxicacdo por estes agentes é relativamente baixa
guando comparada aos demais, como 0s medicamentos, todavia, ndo pode ser
ignorada. Cabe ressaltar ainda, que nao existe uma cultura popular em
denunciar este tipo de acontecimento, resultando em subnotificacdo, além da
dificuldade dos 6rgdos competentes em captar e monitorar estas informacdes
(SINITOX, 2011; LANINI et al., 2009).

E importante salientar, que o uso terapéutico de plantas pode estar
relacionado a um amplo espectro de efeitos toxicos, incluindo disturbios
metabdlicos, alteracdes do sistema imune e enddcrino, hepatotoxicidade e
distarbios comportamentais (BUTTAR; JONES, 2003; JURGENS, 2003).

Assim, os riscos e 0s beneficios inerentes a utilizacdo de plantas
medicinais devem ser avaliados. E de extrema importancia a conducéo de
estudos toxicolégicos com estes recursos naturais, 0s quais devem ser

baseados nos protocolos elaborados pelas agéncias regulamentadoras.
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2.1.2 Regulamentacao

A regulamentacdo de medicamentos a base de plantas é importante
para garantir sua eficacia, seguranca e qualidade. Ainda ndo estdo bem
estabelecidos padrbes pelas autoridades reguladoras no que diz respeito ao
controle de qualidade do uso popular de plantas medicinais.

Com o crescimento do uso de plantas medicinais pela populacéo, se
expandiram também as discussfes sobre a seguranca do seu uso. Em alguns
paises, como nos Estados Unidos da América (EUA), os produtos naturais séo
considerados como suplementos alimentares. As industrias fabricantes destes
produtos também séo responsaveis pela seguranca dos mesmos. Porém,
guando estes produtos sdo utilizados como medicamentos a regulamentacéo €
feita pela Food and Drug Administration - FDA (WU; GHANTOUS;
BIRNKRANT, 2008; JORDAN; CUNNINGHAM; MARLES, 2010).

Na Unido Europeia quando os produtos a base de plantas sé&o
utilizados com finalidade terapéutica, estas plantas s&o classificadas como
medicamentos regulares. A comprovacdo da qualidade, eficacia e seguranca
destes produtos é exigida pela European Medicines Agency - EMEA (JORDAN;
CUNNINGHAM; MARLES, 2010).

No Brasil os derivados de plantas medicinais com indicacéo terapéutica
(extratos, tinturas, Oleos e outros) séo classificados como medicamentos e
denominados de "medicamentos fitoterapicos" (ANVISA, 2000). A Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) € o orgdo responsavel pela
regulamentacdo dos fitoterapicos e possui legislacbes especificas para o
registro dos mesmos. Estas normas sdo baseadas em protocolos de agéncias
regulamentadoras internacionais, como Organization for Economic Co-
operation Development — OECD, FDA, EMEA e WHO (ANVISA, 2000, 2010a).

A funcéo destas agéncias regulamentadoras na elaboragdo de normas
para producédo, comercializacdo de medicamentos e na fiscalizacdo do
cumprimento das mesmas é muito importante. Do mesmo modo, ha
necessidade de atualizacdo constante das normas e protocolos propostos para
avaliacdo destes produtos, conforme a evolugcdo das técnicas cientificas e o

surgimento de novos estudos. A padronizagdao dos protocolos de avaliagdo da
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eficacia e toxicidade de plantas medicinais pelas agéncias regulamentadoras é
extremamente necesséria, especialmente para que seja garantida a seguranca

da populacéo usuaria destes recursos terapéuticos.

2.1.3 Testes toxicoldgicos para validacao de plantas medicinais

De acordo com a ANVISA, os medicamentos fitoterapicos sdo aqueles
“obtidos com o0 emprego exclusivo de matérias-primas vegetais, cuja eficacia e
seguranca sao validadas por levantamentos etnofarmacolégicos, de utilizacéo,
documentacdes tecnocientificas ou evidéncias clinicas” (ANVISA, 2010b).

Atualmente, o registro destes medicamentos no Brasil deve seguir a Lei
n°® 6.360/76, regulamentada pelos Decretos n® 79.094/77 e n° 3.091/2001, que
disp6em sobre a vigilancia sanitaria de medicamentos, insumos farmacéuticos
e outros (BRASIL, 1976, 1977, 2001). RegulamentacBes especificas foram
elaboradas para regulamentar o registro de fitoterapicos, passando pelas RDC
namero n° 17/2000 e n°® 48/2004, até a RDC n° 14/2010, que revogou a anterior
e encontra-se em vigor até o momento (ANVISA, 2000, 2004a, 2010b).

Varias resolugcbes complementares especificas tém sido elaboradas
nos ultimos anos. Como a RE n° 88/2004 que estabelece a lista de referéncias
bibliograficas para avaliacdo de seguranca e eficacia, e a instrucdo normativa
IN n® 5/2008 que consiste na lista de medicamentos fitoterapicos de registro
simplificado. Outros exemplos sé&o as resolu¢cdes RE n°® 90/2004 e n°® 91/2004,
gue sao respectivamente, guias para a realizacdo de estudos de toxicidade
pré-clinica e para a realizacdo de alteracbes, inclusdes, notificacbes e
cancelamentos pos-registro de medicamentos fitoterapicos (CARVALHO et al.,
2007; ANVISA, 2009, 2010b). Além da elaboracdo de varias outras normas e
orientacdes quanto ao controle de qualidade, estabilidade e registro dos
mesmos.

Entretanto, a planta medicinal ou suas partes, na forma integra ou
rasurada, secas, trituradas ou pulverizadas, ndo séo registradas pela ANVISA
como medicamentos fitoterapicos (CARVALHO et al.,, 2007, ANVISA, 2000).
Segundo a Lei n° 5.591/1973, as plantas medicinais podem ser

comercializadas no Brasil em farmacias e ervanérias, entretanto ndo podem
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constar indicacdes de uso terapéutico em suas embalagens (CARVALHO et al.,
2007; ANVISA, 2009). A comercializacdo destes produtos pode ser registrada
na ANVISA como alimentos, como por exemplo, as folhas de plantas rasuradas
para preparacdo de chas. Para tanto deverdo ser cumpridas algumas
exigéncias, além da comprovagdo de que elas tenham um histérico de
consumo alimentar, seguindo as resolugcbes RDC n° 267/2005, RDC n°
277/2005, RDC n° 278/2005 e RDC n° 219/006 (CARVALHO et al., 2007).

De acordo com a RDC n° 14/2010, para o registro de um medicamento
fitoterdpico deve ser elaborado um relatorio técnico com informacdes sobre a
planta, forma de producdo, bula, dados de controle de qualidade, eficacia e
seguranca do mesmo. Os estudos de eficacia e seguranca podem ser
comprovados através de pontuacdo em literatura técnico-cientifica; ensaios
pré-clinicos e clinicos; tradicionalidade do uso ou presenga na “Lista de
medicamentos fitoterapicos de registro simplificado” (ANVISA, 2010b).

Os medicamentos fitoterapicos desenvolvidos a partir das espécies
vegetais contidas na lista de fitoterapicos de registro simplificado, respeitando
as condicOes ali impostas, ndo precisam apresentar comprovacao de indicacao
terapéutica e da seguranca do seu uso, pois se encontra na literatura uma
grande quantidade de estudos sobre elas (ANVISA, 2008, 2009).

Na obtencdo do registro utilizando a comprovacdo por meio de
pontuacdo em literatura técnico-cientifica, sdo considerados o0s estudos
farmacoldgicos e toxicolégicos, em animais e humanos, publicados em
literatura referenciada pela ANVISA para avaliacdo dos efeitos terapéuticos e
dos riscos inerentes ao uso do referido medicamento (ANVISA, 2010b).

Para os medicamentos registrados pela tradicionalidade do uso deve
ser comprovada a seguranca e eficacia de utilizacdo através de estudos
etnofarmacoldgicos ou outras publicacdes, que serdao avaliadas quanto a
auséncia de risco toxico ao usuario e de grupos ou substancias quimicas
toxicas; a comprovacao de uso seguro durante 20 anos ou mais, entre outras
exigéncias. Os medicamentos registrados por este meio deveréo inserir na bula
e outros informes publicitarios sobre o mesmo a seguinte frase: “Medicamento
registrado com base no uso tradicional, ndo sendo recomendado o0 seu uso por
periodo prolongado” (ANVISA, 2010b).
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A comprovacao da seguranca dos medicamentos fitoterpicos através
de ensaios pré-clinicos e clinicos deve seguir as normas vigentes especificas
para cada tipo de pesquisa. Os ensaios pré-clinicos devem ser seguir, no
minimo, as orienta¢des do “Guia para realizagdo de estudos de toxicidade pré-
clinica de fitoterapicos” n° 90/2004, onde a ANVISA solicita que sejam
realizados estudos de toxicidade aguda, apOs doses repetidas e de
genotoxicidade (ANVISA, 2004b, 2010b).

De acordo com este guia, no teste de toxicidade aguda deve ser
avaliada a exposicdo apds dose Unica ou fracionada em um periodo de 24
horas. Recomenda-se a utilizacdo de uma espécie de mamiferos em idade
adulta, ambos os sexos, empregando doses suficientes para observacdo de
possiveis efeitos adversos ou a dose maxima possivel. Os animais deveréo ser
observados durante 14 dias apdés o tratamento quanto a sinais clinicos de
toxicidade, posteriormente deverdo ser eutanasiados e autopsiados. Caso
sejam encontradas alteracdes macroscépicas nos 6rgaos, estes deverdao ser
analisados histologicamente (ANVISA, 2004b).

No teste de toxicidade apoOs doses repetidas, orienta-se que devem ser
utilizados pelo menos duas espécies de mamiferos (uma roedora e uma nao-
roedora), machos e fémeas, em idade adulta jovem. Para os medicamentos
fitoterapicos utilizados até 30 dias no ano o periodo de administracdo minimo
neste teste devera ser de 4 semanas. Quando os fitoterapicos forem utilizados
por mais de 30 dias no ano a duragcédo deve ser de pelo menos 12 semanas.
Deverdo ser observadas alteracdes comportamentais, ganho de peso corporal,
hemograma completo, analises bioquimicas e analises
anatomohistopatolégicas na avaliacdo de toxicidade apds doses repetidas.
Também ¢é recomendado por este guia a realizacdo de estudos de
genotoxicidade, utilizando testes in vitro e in vivo, para os fitoterapicos
utilizados por tempo prolongado ou continuamente (ANVISA, 2004b).

Dessa maneira, o desenvolvimento de novos medicamentos a partir de
derivados de plantas necessita de estudos farmacolodgicos pré-clinicos e
clinicos, que fornecam informacdes sobre a sua eficacia e seguranca para
garantir a populacdo uma opcao terapéutica de qualidade e sem riscos a sua

salde humana.
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2.2 T. majus

A T. majus (Figura 1) é uma espécie nativa dos Andes da América do
Sul (México e Peru), pertencente a familia Tropaeolaceae, foi levada a Europa
pelos descobridores, sendo amplamente distribuida no mundo e cultivada nas
regides sul e sudeste do Brasil (LORENZI; MATOS, 2002; PANIZZA, 1997).

" . o B, o ogs

ie T. majus cultivada no Horto de Plantas Medicinais da
Universidade Paranaense (UNIPAR), unidade universitaria de Umuarama.

Figura 1 - Foto da espéc

Esta espécie vegetal é conhecida popularmente como chaguinha,
capuchinha, nastdrcio, chagas, mastruco, agrido-do-méxico, capuchinho,
capuchina-grande, mastrugo-do-peru, flor-de-sangue, flor-de-chagas, agrido-
da-india, cinco-chagas e capucine, e também possui como sinonimia 0 nome
Cardaminum majus Moench (LORENZI; DE SOUSA, 2001; LORENZI; MATOS,
2002).

A T. majus é uma planta perene, que floresce permanentemente, cujo

plantio por sementes pode ser feito em qualquer época do ano, possui facil
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adaptacao aos solos e necessita apenas da incidéncia de luz solar por algumas
horas do dia e solo umido (PANIZZA, 1997; VAZ;, JORGE, 2006; GOLZE;
SOUZA, 2008).

Caracteriza-se como uma planta herbacea, aromatica, de ramos
rasteiros, caule mole e retorcido, folhas arredondadas, em forma de escudo, na
tonalidade verde-claro, e flores isoladas, com coloracdo que varia de amarelo a
vermelho escuro (LORENZI; MATOS, 2002; FERREIRA; VIEIRA; ZARETE,
2004; VAZ; JORGE, 2006). As antocianinas, corantes naturais, Sao 0s
compostos apontados como responsaveis pela coloracdo das flores, sendo
pigmentos que exibem atividade antioxidante e séo de interesse para uso como
aditivo alimentar e pigmento na industria farmacéutica (WANG et al., 1999;
WANG; JIAO, 2000; GARZON; WROLSTAD, 2009).

2.2.1 Usos populares

Esta planta € considerada medicinal, ornamental, horticula e melifera
(SPARRE, 1972; ZANETTI et al., 2003). Todas as partes da planta sao
utilizadas na medicina popular ha séculos. Relata-se que os indigenas das
montanhas peruanas ja a utilizavam. As folhas sdo consumidas pela populacdo
principalmente na forma de cha, para o tratamento de diversas doencas, sendo
atribuidas a elas atividades antisséptica, antibibtica, expectorante, diurética,
antiescorbutica, anti-inflamatéria, entre outras (BOWN, 1995; PANIZZA, 1997;
BOORHEM, 1999; LORENZI; MATOS, 2002; FERRO, 2006).

As folhas e flores frescas de T. majus também sdo utilizadas na
alimentacdo, principalmente na forma de saladas, estimulando o apetite e
favorecendo a digestdo de seus consumidores, possuem um sabor amargo,
picante, semelhante ao do agrido, que € caracteristico da presenca de
glicosinolatos (compostos com enxofre) (PANIZZA, 1997; HEINZMANN, 2004;
NIIZU; RODRIGUEZ-AMAYA, 2005; GARZON; WROLSTAD, 2009). As folhas
e flores desta planta foram relatadas por um estudo como excelente fonte do
carotenoide luteina, o qual parece reduzir o risco de desenvolver catarata e
degeneracgédo macular (N11ZU; RODRIGUEZ-AMAYA, 2005).

As folhas de T. majus também sdo uma boa fonte nutricional de
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vitamina C e sais minerais (ZURLO; BRANDAO, 1989; CASTELLANI, 1997;
PANIZZA, 1997). Um estudo sobre a aceitabilidade da salada com folhas e
flores de T. majus, realizado pela Universidade Estadual do Mato Grosso do
Sul na cidade de Aquidauana, através de questionarios apd6s a degustacéo,
encontrou que 70% dos entrevistados consideraram a salada como saborosa e
30% como muito saborosa (GOLZE; SOUZA, 2008). No entanto, as flores séo
altamente pereciveis, limitando seu uso como flor de corte para fins
ornamentais ou alimentares, mas 0 armazenamento em baixas temperaturas
pode prolongar sua longevidade (SANGALLI; SCALON; CARVALHO, 2007).

Esta espécie vegetal esta incluida no projeto de “Producéo,
processamento e comercializacdo de plantas medicinais, condimentares e
aromaticas” da Empresa Brasileira de Pecudaria e Agricultura (EMBRAPA),
onde eles incentivam e orientam tecnicamente agricultores sobre o plantio e o
cultivo desta planta para sua comercializagdo com fins alimenticios e como
planta medicinal (VAZ; JORGE, 2006).

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA),
também estimula o consumo e orienta quanto a producdo de T. majus através
de um “Manual de hortalicas n&o-convencionais”. Neste manual sé&o
consideradas como “hortalicas ndo-convencionais” as plantas que nao fazem
parte da cadeia produtiva, e que ndo sdo tdo consumidas pela populacéo,
como as hortalicas convencionais (por exemplo batata, tomate, entre outras),
mas que tém um importante valor nutricional e sdo consumidas por populacdes
tradicionais (MAPA, 2010).

Pela beleza de suas folhas e flores, esta espécie também é muito
utilizada com fins ornamentais (BREMNESS, 1993).



28

Figura 2 - Foto da entrada do Setor de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal
do Parana (UFPR) com exemplares de T. majus utilizadas na composicdo do jardim.

2.2.2 Principais constituintes quimicos

Acidos graxos (Acido ertcico, acido oleico e linoleico), benzil
isotiocianato e flavonoides (isoquercitrina, quercetina e kaemferol) foram
encontrados nas sementes e folhas de T. majus (DE MEDEIROS et al., 2000;
MIETKIEWSKA et al., 2004; SANGALLI; VIEIRA; ZARETE, 2004; ZANETTI;
MANFRON; HOELZEL, 2004). Glicosinolatos também foram previamente
isolados das folhas desta planta como glucotropaeolina (benzil glicosinolato),
sinalbina e triterpenos tetraciclicos (KJAER; MADSEN; MAEDA, 1978;
LYKKESFELDT; MOLLER, 1993; GRIFFITHS et al., 2001).

Os flavonoides estdo entre 0s principais constituintes quimicos de T.
majus. Eles representam um grupo de compostos fendlicos complexos, com
mais de 4.000 estruturas descritas, que podem ser subdivididos em flavanois,
flavanonas, antocianidinas, flavonas e flavonois. Estas substancias estdo
amplamente distribuidas no reino vegetal, e, com isso, presentes em varias
frutas, folhas, sementes e flores que fazem parte da dieta humana (WILHELM
FILHO; DA SILVA; BOVERIS, 2001; MUSCHIETTI; MARTINO, 2009).

Geralmente, os flavonoides apresentam-se nos vegetais conjugados a
acucares, conhecidos como heterosideos ou glicosideos. A forma néo-
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conjugada dos flavonoides a molécula de acucar (ou forma livre) pode ser
denominada de forma aglicona ou genina e estas estruturas diferentes podem
afetar a absorcdo, o metabolismo e a biodisponibilidade dos flavonoides
(ZUANAZZI, 1999; MUSCHIETTI; MARTINO, 2009). Sé&o conhecidas
numerosas atividades bioldgicas desta classe de substancias: anti-inflamatéria,
antioxidante, antialérgica, hepatoprotetora, antitrdbmbica, antiviral e
anticarcinogénica, através de estudos experimentais (MIDDLETON JUNIOR;
KANDASWAMI; THEOHARIDES, 2000; WILHELM FILHO; DA SILVA;
BOVERIS, 2001; CHANG et al., 2005; MUSCHIETTI; MARTINO, 2009).

Como ja foi descrito anteriormente, os flavonoides identificados em T.
majus sao: kaemferol ou canferol; isoquercitrosideo, quercetina ou quercetol; e
quercetol 3-O-glicosideo ou isoquercitrina, 0s quais pertencem ao subgrupo
dos flavonois e estdo relacionados a véarias atividades farmacoldgicas
(WILHELM FILHO; DA SILVA; BOVERIS, 2001; CHANG et al. 2005;
MUSCHIETTI; MARTINO, 2009).
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Figura 3 — Estruturas quimicas da isoquercitrina e da quercetina (Adaptado de
Lee et al., 2008).

A quercetina é o flavonoide mais abundante na dieta por sua ampla
distribuicdo nos vegetais, e estudos relatam atividade antioxidante (DUGAS
JUNIOR et al., 2000; MARTINEZ-FLOREZ et al., 2002; BOADI; IYERE;
ADUNYAH, 2003; TAPIA et al.,, 2004; FIRUZI et al., 2005), antiproliferativa
(MIDDLETON JUNIOR; KANDASWAMI, 1994; CHOWDHURY et al., 2005), e
anti-inflamatéria (CHANG et al., 1994; RASO et al.,, 2001; KIM et al., 2004;
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UEDA; YAMAZAKI; YAMAZAKI, 2004), em diversos modelos experimentais.

A isoquercitrina é o derivado 3-glicosilado da quercetina, que pode ser
hidrolisado por bactérias intestinais formando &acidos fendlicos e a propria
quercetina, que podem ser absorvidos e exercer atividades biologicas
(MUSCHIETTI; MARTINO, 2009; CHANG et al., 2005). Atividade antioxidante,
captadora de espécies reativas de oxigénio, também foi citada para a
isoquercitrina por Dugas Junior et al. (2000), a qual foi menos ativa que sua
aglicona. Atividades antioxidantes in vitro e anticancerigenas por diversos
mecanismos de acgdo tém sido relatadas nos ultimos anos para a isoquercitrina
(YOKOHIRA et al., 2008; AMADO et al., 2009; SILVA et al., 2009; AMADO et
al., 2011; KIM et al., 2011).

Ao Kaemferol foram atribuidas propriedades protetoras da mucosa
géastrica contra uma variedade de compostos ulcerogénicos (GOEL; MAITI,
TAVARES, 1996) e inibicAdo moderada da enzima ciclooxigenase-1 (COX-1)
gque € uma das enzimas responsaveis pela formacdo de mediadores da
resposta inflamatéria (KIM et al., 2004). Um estudo reportou que a liberacao do
fator de necrose tumoral TNF-a e a expressao de interleucina IL-1b pelos
macrofagos, que ocorrem na inflamagdo, foram inibidas em baixas
concentragfes de kaemferol (KOWALSKI et al., 2005). Estes indicios sugerem
que o kaemferol, assim como outros flavonoides, apresenta um efeito anti-
inflamat6ério com auséncia dos efeitos colaterais ulcerogénicos de muitos
farmacos anti-inflamatorios néo esteroidais (MUSCHIETTI; MARTINO, 2009; DI
CARLO et al., 1999).

Outro grupo importante de substancias encontradas nesta planta séo
os glicosinolatos ou benzilglicosinolatos, B — D — S - glicosideos anibnicos,
encontrados em 16 familias de espécies de plantas dicotiledéneas, incluindo as
espécies comestiveis. Em sua forma natural, os glicosinolatos possuem baixa
atividade bioldgica, mas devido a sua coexisténcia com a mironase nas folhas,
em diferentes compartimentos da planta, ap6s o dano tecidual esta enzima
hidrolisa-os a compostos bioativos, isotiocianatos (HEINZMANN, 2004). Estes
podem ser toxicos contra fungos, bactérias, insetos e nematoides contidos na
planta e sao relacionados principalmente com atividade antimicrobiana
(HEINZMANN, 2004; WIELANEK; URBANEK, 2006).



31

2.2.3 Estudos farmacoldgicos e toxicoldgicos

Diversos estudos farmacolégicos experimentais foram conduzidos com
T. majus. Binet (1964) demonstrou que o benzil isotiocianato apresenta acéo
antibacteriana em infec¢des do trato urinario. A mesma atividade foi relatada
por Goos, Albrecht e Schneider (2006) com uma preparagdo comercial
(Angocin Anti-Infekt N) que inclui T. majus em sua composicdo. A atividade
antibacteriana das fracdes hexanica e cloroférmica do extrato etandlico das
folnas de T. majus sobre varios microorganismos também foi reportada por
Zanetti et al. (2003).

Foi demonstrado que o benzil glicosinolato possui atividade
anticancerigena in vitro, contra uma variedade de linhagens de células tumorais
humanas (PINTAO et al, 1995). Picciarelli et al. (1984) e Picciarelli e Alpi (1987)
descreveram que o triterpeno curcubitacina possui atividade antineoplasica e
antioxidante.

De Medeiros et al. (2000) avaliaram a atividade antitrombinica de
varios extratos de plantas, preparados com cloreto de metileno e metanol, entre
elas a T. majus, que foi uma das que apresentaram maior atividade. Este efeito
antitrombinico da T. majus também foi reportado por Santo et al. (2007), que
apontaram os flavonoides, presentes nas folhas e flores da planta, como
responsaveis por esta atividade.

Recentemente, Gasparotto Junior et al. (2009; 2011a) confirmaram a
atividade diurética aguda e prolongada (por sete dias) de T. majus, e sugerem
que esta atividade pode envolver a acdo de prostaglandinas. O EHTM
apresentou atividade hipotensora, anti-hipertensiva e inibidora da ECA. Estas
atividades farmacoldgicas foram associadas com os altos niveis de
isoquercitrina (GASPAROTTO JUNIOR et al., 2011b). Também foi reportada a
atividade anti-inflamatéria do EHTM, onde ocorreu uma inibicdo da migracéo
leucocitaria em ratos nas doses de 75 e 300 mg/kg (LOURENCO et al., 2011).

Na literatura encontram-se apenas dois estudos toxicologicos sobre o
uso de T. majus, e ambos avaliaram somente a toxicidade aguda (ZANETTI et
al., 2003; GASPAROTTO JUNIOR et al., 2009).



32

Mesmo com diversos trabalhos publicados sobre atividades bioldgicas
desta planta e de seus constituintes quimicos ativos, existem poucos estudos
sobre a seguranca do uso de T. majus, e até 0 momento, ndo ha dados sobre
os efeitos do seu uso prolongado. Isto demonstra a necessidade da conducédo

de mais estudos toxicol6gicos com esta espécie vegetal.
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3 JUSTIFICATIVA

A espécie T. majus apresenta-se como uma importante planta
medicinal, sendo consumida e utilizada pela populacdo principalmente na
forma de cha de suas folhas e “in natura” na alimentacdo. Além disto, seu
consumo tem sido incentivado no Brasil por alguns 6rgdos governamentais,
como o MAPA e a EMBRAPA.

Estudos farmacologicos pré-clinicos demonstraram que o EHTM
apresentou atividade anti-inflamatéria (LOURENCO et al., 2011), diurética
(GASPAROTTO JUNIOR et al., 2009; 2011a) e anti-hipertensiva em ratos
(GASPAROTTO JUNIOR et al., 2011b). A atividade diurética da infusdo com as
folhas de T. majus também foi avaliada. No entanto, o infuso ndo aumentou a
excrecao urinaria, enquanto o EHTM aumentou o volume urinério e a excrecao
de sddio (GASPAROTTO JUNIOR et al.,, 2009). Estes trabalhos confirmam
algumas indicacdes terapéuticas populares do uso desta planta e apontam o
EHTM como uma opcao terapéutica eficaz. No entanto, ndo ha dados na
literatura sobre os efeitos do uso prolongado do EHTM.

Em geral, os usuarios de plantas medicinais acreditam que, por serem
de origem natural, as plantas ndo representam risco algum a saude. No
entanto, dependendo do periodo da vida em que o individuo € exposto e do
tempo de exposicdo, podem ocorrer sé€rios prejuizos a satde humana.

E importante ressaltar que o uso de plantas medicinais pode causar
efeitos toxicos, como carcinogenicidade, hepatotoxicidade e nefrotoxicidade, de
forma assintomatica, com efeitos que se instalam em longo prazo, além de
reacdes adversas imediatas, facilmente detectaveis e correlacionadas com seu
uso, como diarreia e dermatites (LAPA et al., 2004; VEIGA JUNIOR; PINTO;
MACIEL, 2005).

Contudo, é de extrema importancia que estudos sobre o uso de plantas
medicinais sejam conduzidos de forma mais abrangente, a fim de contribuir
cientificamente para a validacdo deste tipo de medicina tradicional. Tendo em
vista o0 amplo uso desta planta medicinal, seus efeitos farmacolbégicos e
consumo alimentar, o presente trabalho pretende avaliar e fornecer

informagdes importantes sobre os efeitos do seu uso prolongado.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo foi avaliar a possivel toxicidade oral pré-clinica
apos doses repetidas durante 28 dias do EHTM.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar os efeitos do tratamento com doses repetidas por via oral do
EHTM em ratos, machos e fémeas, sobre o ganho de peso corporal e no

peso relativo de 6rgaos.

e Avaliar possiveis alteracbes em parametros hematologicos e

bioquimicos nos animais apds os tratamentos.

e Avaliar possiveis alteracdes na histopatologia de 6rgaos.
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5 METODOLOGIA
5.1 MATERIAL VEGETAL

As folhas de T. majus foram coletadas no periodo de abril a outubro de
2010, no Horto de Plantas Medicinais da Universidade Paranaense (UNIPAR),
localizado na cidade de Umuarama - PR. A espécie la cultivada foi identificada
pela Dra. Mariza Barion Romagnolo (Departamento de botanica, UEM) e uma
exsicata do exemplar esta catalogada sob o numero 2230, no herbério oficial
da Universidade Paranaense (HEUP), campus de Paranavai-PR.

Folha seca

Folha coletada

Figura 4 — Foto ilustrativa de uma folha de T. majus logo apés a coleta, e da mesma
folha apds a secagem.

5.2 PREPARACAO DO EHTM

O material coletado foi seco em estufas com circulacao forcada de ar a
37°C por cinco dias. ApGs a secagem, o material foi triturado e armazenado em
sacos de papel. Em seguida, os extratos hidroetanélicos foram preparados por
maceracao a temperatura ambiente por sete dias, utilizando etanol 90% como
solvente. Os extratos hidroetandlicos obtidos foram filtrados e concentrados a
pressdo reduzida em evaporador rotatorio, com temperatura ndo excedendo
55°C. Posteriormente, o extrato foi liofilizado obtendo um rendimento de
aproximadamente 14%. O EHTM obtido foi diluido em agua destilada apenas

antes do uso nos experimentos.
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Figura 5 — Fotos ilustrativas dos processos de trituracdo, maceracdo e filtragdo
durante a preparacdo de extratos vegetais no Laboratério de Farmacologia
Cardiovascular, Universidade Paranaense (UNIPAR), unidade universitaria de
Umuarama.

Figura 6 — Foto rotaevapordor aprelho utilizado para eaporgéo do solvente
sob pressdo reduzida. Laboratorio de Produtos Naturais, Universidade Paranaense
(UNIPAR), unidade universitaria de Umuarama.
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Figura 7 — Foto do aparelho utilizado para liofilizar o extrato. Laboratério de Produtos
Naturais, Universidade Paranaense (UNIPAR), unidade universitaria de Umuarama.

5.3 ANIMAIS

Foram utilizados ratos (Rattus norvegicus), variedade Wistar, machos e
fémeas, adultos jovens (x 90 dias) criados no biotério do setor de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal do Parand (UFPR). Os animais foram
mantidos em salas de manutencdo, com temperatura constante (22 + 2°C),
obedecendo a uma fase claro/escuro de 12 horas e recebendo agua e racéo ad
libitum. Os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica

em Experimentacdo Animal (protocolo nimero 487) da UFPR.
5.4 AVALIACAO DA TOXICIDADE ORAL APOS DOSES REPETIDAS

No presente estudo determinamos as doses utilizadas a partir da
menor dose (75 mg/kg) em que o EHTM apresentou atividade farmacologica
(antiinflamatoéria) em ratos (LOURENCO et al.,, 2011). A partir desta dose
calculamos a maior dose, aplicando um fator de seguranca de 10 vezes a dose
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terapéutica, correspondente a 750 mg/kg, e estabelecemos uma dose
intermediaria de 375 mg/kg.

Para determinacdo da toxicidade oral apds doses repetidas durante 28
dias do EHTM os animais foram divididos em 4 grupos por sexo, com 8 a 10
animais cada um. Para cada grupo foram administradas por via oral (gavage),
uma vez ao dia, diferentes doses de EHTM ou veiculo por 28 dias, conforme
descrito a seguir:

e Grupo 1: agua destilada 10 mL/Kkg;

e Grupo 2: EHTM 75 mg/kg;

e Grupo 3: EHTM 375 mg/kg;

e Grupo 4: EHTM 750 mg/kg.

Os animais foram pesados diariamente e sinais clinicos de toxicidade
(como diarreia, piloerecdo, tremores, salivagdo e convulsées) foram
observados durante os experimentos. Um dia ap6s o término dos tratamentos,
0s animais foram anestesiados por inalacdo de halotano em cubas de vidro
fechadas e eutanasiados por decapitacdo. Aproximadamente 12 horas antes
da eutandasia os animais foram deixados em jejum de racdo, com livre acesso a
agua. Primeiramente, sob anestesia, foi coletado sangue do plexo ocular para
analise dos parametros hematologicos. Apdés a decapitacdo foi procedida a
coleta de sangue para andlise dos parametros bioquimicos. Posteriormente,
realizou-se a remocao de 6rgaos para determinacdo do peso relativo e andlise
histopatolégica (OECD, 1995; ANVISA 2004b).

5.4.1 Peso relativo dos 6rgéos

ApO6s a eutanasia, figado, rins e baco foram removidos,
cuidadosamente dissecados e pesados em balanca analitica. Para os rins foi
utilizada a media entre o lado direito e o esquerdo. O peso de cada o6rgao foi
multiplicado por 100 e dividido pelo peso corporal do animal antes do sacrificio

para obtencéo do peso relativo dos 6rgaos (%).
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5.4.2 Andlises hematoldgicas

Uma aliquota de aproximadamente 1 mL de sangue do plexo ocular foi
coletada com auxilio de capilares em tubos de ensaio com anticoagulante K2-
EDTA (BD Vacutainer®). As amostras foram devidamente homogeneizadas e
armazenadas em geladeira (cerca de 4°C) até o processamento.

Foram determinados em analisador hematolégico automatizado (Figura
7, Abbott Cell Dyn 3500, Abbott Diagnostics, USA): o numero total de eritrocitos
(10°/mm?), leucécitos (10°/mm?) e plaquetas (10°/mm?); contagem diferencial
de leucécitos (%); a concentracdo de hemoglobina (g/dl); determinacdo do
hematdcrito (%), e dos indices hematimétricos, tais como: volume corpuscular
meédio (VCM, fl), hemoglobina corpuscular média (HCM, pg) e a concentracao

de hemoglobina corpuscular média (CHCM, %).

Figura 8 — Foto do analisador hematolégico automatizado (Abbott Cell Dyn 3500),
aparelho utilizado para a realizacdo das analises hematolégicas. Laboratério de
Anadlises Clinicas, Universidade Paranaense (UNIPAR), unidade universitaria de
Umuarama.
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5.4.3 Andlises bioquimicas

Para a realizacdo das analises bioquimicas 3 a 4 mL de sangue total
foram coletados em um tubo de ensaio contendo gel separador com ativador
de coagulo (BD SST 1I® Advance® BD) e centrifugados em até 2 horas para
obtencdo do soro. As amostras de soro foram armazenadas em freezer
(aproximadamente -20°C), descongeladas e processadas em um analisador
bioquimico automatizado (Figura 8, Selectra E, Vital Scientific, Holanda).

Os parametros bioquimicos analisados para avaliar funcdo renal foram
a ureia (mg/dL), creatinina (mg/dL), acido Urico (mg/dL), sodio (mEg/L) e
potassio (mEqg/L). Os ions foram determinados utilizando sistema
semiautomatizado (Figura 9, MH-Lab Ise — on Seletivo).

A fim de avaliar efeitos no figado foram analisados: proteinas totais
(g/dL), albumina (g/dL), globulinas (g/dL), colesterol total (mg/dL), colesterol
HDL (mg/dL), triglicerideos (mg/dL), fosfatase alcalina (U/L), bilirrubina total
(mg/dL), bilirrubina direta (mg/dL), bilirrubina indireta (mg/dL), aspartato amino
transferase (AST, U/L) e alanina amino transferase (ALT, U/L). Amilase (U/L) e
glicose (mg/dL) também foram determinadas para avaliar funcao pancreética.

Figura 9 — Foto do analisador bioquimico automatizado (Selectra E), aparelho utilizado
para a realizacdo das andlises bioquimicas. Laboratério de Andlises Clinicas,
Universidade Paranaense (UNIPAR), unidade universitaria de Umuarama.
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Figura 10 — Foto do sistema semiautomatizado (MH-Lab Ise — lon Seletivo), que foi
utilizado para determinacdo dos ions sodio e potassio. Laboratério de Andlises
Clinicas, Universidade Paranaense (UNIPAR), unidade universitaria de Umuarama.

5.4.4 Histopatologia

Fragmentos de figado, rins e baco dos machos foram armazenados em
formol tamponado 10% para analise histopatologica. Estas amostras de tecidos
foram desidratadas em etanol, clareadas em xilol e emblocadas em parafina.
Os blocos de parafina foram cortados em micrétomo (5 um). A partir destes
cortes confeccionaram-se laminas que foram coradas com Hematoxilina e
Eosina (Protocolo descrito no anexo 1).

As amostras foram analisadas por microscopia Optica quanto a estrutura
geral dos 6rgéos, alterac6es degenerativas, evidéncias de necrose e sinais de

inflamac&o.
5.4.5 Andlises estatisticas
As variaveis foram analisadas primeiramente quanto a distribuicdo

normal e homogeneidade entre as varidncias. Quando as variaveis

apresentaram distribuicdo normal e variancias semelhantes foram submetidas
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a andlise de variancia (ANOVA). As diferencas entre os grupos foram
determinadas pelo teste de Bonferroni.

Quando as variaveis ndo apresentaram distribuicdo normal ou
homogeneidade entre as variancias, foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis,
seguido pelo teste de Dunn para comparagao entre 0S grupos.

Foi considerado como nivel de significAncia estatistica 5% (p < 0,05).
Para a analise estatistica e a confec¢cdo dos gréaficos foi utilizado o programa
Graphpad Prism® versdo 5.0. Todos os resultados estdo expressos como a

meédia + erro padrdo da meédia (E.P.M.).
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6 RESULTADOS

6.1 AVALIACAO DA TOXICIDADE ORAL APOS DOSES REPETIDAS

Nao foram observados sinais clinicos de toxicidade ou morte nos
animais durante os 28 dias de tratamento com o EHTM nas doses de 75, 375
ou 750 mg/kg ou veiculo. O ganho de peso corporal (%) dos animais durante o
periodo de tratamentos foi semelhante entre os animais tratados com EHTM ou

veiculo, representado no gréfico 1 para os machos e grafico 2 para as fémeas.

Machos -e- Veiculo (n=10)

< 130 - EHTM 75 mg/kg/dia (n=10)
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Gréfico 1 - Ganho de peso corporal (%) em ratos Wistar durante o tratamento por via oral com
0 EHTM ou veiculo por 28 dias. Cada ponto representa a média + E. P. M.
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Grafico 2 - Ganho de peso corporal (%) em ratas Wistar durante o tratamento por via oral com
0 EHTM ou veiculo por 28 dias. Cada ponto representa a média + E. P. M.
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6.1.1 Peso relativo dos 6rgaos

Os valores do peso relativo (%) de figado, rins e baco dos animais

estdo apresentados na tabela 1. N&o foram encontradas diferengas
estatisticamente significativas no peso relativo destes 6rgdos nos animais de

ambos os sexos tratados com o EHTM ou veiculo.

Tabela 1 - Efeitos do tratamento apds doses repetidas durante 28 dias com o0 EHTM
sobre o peso relativo (%) dos érgdos de ratos Wistar.

EHTM (mg/kg/dia)

Veiculo 75 375 750

Machos (n=10) (n=10) (n=7) (n=10)

Peso corporal (g)* 398%7.50 394%913 393+747 392+7,38
Figado (%) 288+0,11 2,76 +0,05 2,64 +0,0/7 2,97 +0,07
Rins (%) 0,32+0,01 0,33+0,01 0,32+0,01 0,34+0,01
Baco (%) 0,32+0,04 0,34+0,04 0,28+0,01 0,30+0,03
Fémeas (n=10) (n=10) (n=10) (n=10)

Peso corporal (g)* 264 £555 263 +6,22 267 +3,64 264+555
Figado (%) 3,42+0,09 3,62+0,14 3,40+0,12 3,27 +0,10
Rins (%) 0,33+0,01 0,34+0,01 0,33+0,01 0,33+0,01
Baco (%) 0,40+0,05 0,35+0,02 0,37+0,01 0,35+0,01

Valores expressos como a média + E.P.M. ANOVA/Bonferroni: Peso corporal,
peso relativo do figado e rins dos machos. Peso relativo dos rins das fémeas.
Kruskall-Wallis/Dunn: Peso relativo do baco dos machos. Peso corporal e
peso relativo do figado e bago das fémeas.

*Média do peso corporal dos animais no dia da eutanasia.
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6.1.2 Andlises hematoldgicas

Nas andlises hematoldgicas avaliou-se a seérie eritrocitaria, série
leucocitaria e o nimero de plaquetas em ratos machos e fémeas, os resultados
estdo apresentados nas tabelas 2 e 3 respectivamente. Os parametros
hematoldgicos analisados ndo foram alterados pelo tratamento com o EHTM

nos animais quando comparados aos animais tratados apenas com veiculo.

Tabela 2 - Efeitos do tratamento apos doses repetidas durante 28 dias com o0 EHTM
sobre parametros hematoldgicos de ratos Wistar.

EHTM (mg/kg/dia)

Veiculo 75 375 750

(n=7) (n=7) (n=6) (n=8)
Hemacias (106/mL) 8,24+0,10 8,41+0,14 8,46+0,13 8,48+0,16
Hemoglobina (g/mL)  15,1+0,23 16,1+0,28 15,8+0,24 15,6+0,25
Hematocrito (%) 46,4+1,74 49,0+145 473+1,13 46,3+1,57
VCM (fl) 56,5+257 58,3+185 56,0+1,65 54,6+1,74
HCM (pg) 18,0+0,32 19,1+0,30 18,6+0,06 18,4+0,28
CHCM (%) 32,3+148 33,1+1,19 334+0,88 34,0+1,14
Plaquetas (10°’mm®) 638 +28,5 677 +484 667+39,6 758+54,7
Leucécitos (10°/mm?®) 551+0,84 4,84+0,47 571+0,76 5,30+0,49
Neutrofilos (%) 234+337 21,7+136 235+182 254+260
Linfocitos (%) 70,6 +3,83 72,3+1,60 688+1,30 66,8+1,95
Mondcitos (%) 4,71+0,99 500+1,46 6,17+0,95 6,75+ 1,67
Eosindfilos (%) 1,29+0,52 0,86+0,26 1,50+0,43 1,13+0,30

Valores expressos como a média

+ E.P.M. ANOVA/Bonferroni: hemaécias,
hemoglobina, HCM, plaquetas, leucécitos, neutréfilos, mondcitos e eosindfilos.
Kruskall-Wallis/Dunn: hematécrito, VCM, CHCM e linfécitos.
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Tabela 3 - Efeitos do tratamento apos doses repetidas durante 28 dias com o0 EHTM
sobre parametros hematoldgicos de ratas Wistar.

EHTM (mg/kg/dia)

Veiculo 75 375 750

(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
Hemacias (106/mL) 7,39+0,22 7,51+0,12 7,29+0,09 7,55+0,12
Hemoglobina (g/mL) 143+0,34 143+0,18 14,7+0,13 149+0,17
Hematdcrito (%) 415+0,74 40,8+0,38 419+0,56 42,7+0,59
VCM (fl) 56,5+1,17 54,4+084 576+0,98 56,7+1,01
HCM (pg) 19,4+0,28 19,1+0,37 20,1+0,28 19,7 +0,30
CHCM (%) 344+0,35 35,1+0,22 350+0,19 34,8+0,17
Plaquetas (10°’mm®) 826 +36,4 872+19,8 905+54,8 833 +40,0
Leucocitos (103/mm3) 407+0,41 4,76+0,49 4,57+0,75 3,94+0,39
Neutrofilos (%) 25,7+2,76 19,2+2,19 30,0+3,17 23,7+1,83
Linfocitos (%) 67,8+2,40 746+1,84 64,3+3,48 69,3+2,33
Mondcitos (%) 590+0,96 550+1,04 490+0,82 6,30+1,02
Eosindfilos (%) 0,60+0,31 0,70+0,26 0,70+0,34 0,60 0,27

Valores expressos como a média + E.P.M. ANOVA/Bonferroni: hematécrito, VCM,
HCM, leucécitos, neutréfilos e linfécitos. Kruskall-Wallis/Dunn:  hemacias,
hemoglobina, CHCM, plaquetas, monécitos e eosindfilos.

6.1.3 Andlises bioquimicas

Os resultados das analises bioquimicas determinadas para avaliar
fungdo pancreatica, renal e hepatica dos animais estdo apresentados nas
tabelas 4 e 5, para machos e fémeas respectivamente. Ndo houve diferenca

estatisticamente significativa nestes parametros entre os animais tratados com
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EHTM quando comparados aos animais do mesmo sexo que receberam

apenas veiculo.

Tabela 4 - Efeitos do tratamento apds doses repetidas durante 28 dias com o0 EHTM
sobre parametros bioquimicos séricos de ratos Wistar.

EHTM (mg/kg/dia)

Veiculo 75 375 750
(n=10) (n=10) (n=7) (n=10)
Glicose (mg/dL) 114+125 114+50 110+8,6 120+13/4
Amilase (U/L) 504 +32,7 484 +242 461 +34,1 491 %256
Ureia (mg/dL) 38,2+1,74 41,8+227 40,2+2,74 42,3+1,80
Creatinina (mg/dL) 0,41 +0,02 0,40+0,02 0,43+0,02 0,45+0,02
Acido urico (mg/dL) 0,71+0,11 0,68+0,08 0,70£0,17 0,62 0,09
Potassio (mEqg/L) 5,36 + 0,23 5,34+0,14 5,60+0,46 4,80%0,10
Sodio (mEqg/L) 141 +1,17 141+1,48 141+191 141+0,67
Proteinas totais (g/dL) 6,49 +0,17 6,63+0,19 6,57 +£0,26 6,58+0,15
Albumina (g/dL) 3,55+0,07 3,64+0,08 3,60+0,09 3,61+0,06
Globulinas (g/dL) 2,94+0,16 2,99+0,17 2,97 +0,18 2,97 +0,15
Fosfatase alcalina (U/L) 82,9+11,8 87,2+6,1 82,7+4,7 76,6+6,1
Triglicerideos (mg/dL) 72,3+9,79 57,2+ 3,28 67,4 +10,44 56,7 +7,87
Bilirrubina total (mg/dL) 0,23+ 0,03 0,25+0,04 0,29+0,05 0,21 +0,01
Bilirrubina direta (mg/dL) 0,19 + 0,03 0,20+ 0,04 0,23+0,04 0,16 + 0,01
Bilirrubina indireta (mg/dL) 0,04 + 0,01 0,05+ 0,01 0,06 £+ 0,01 0,05+ 0,01
AST (U/L) 175+254 158+20,5 171+28,1 135%+125
ALT (U/L) 57,9+ 3,79 60,0+4,75 60,1+6,17 58,5*4,04
Colesterol total (mg/dL)  72,3+3,78 74,8+1,42 73,7+2,82 60,6 2,17
Colesterol HDL (mg/dL) 47,7+2,12 499+1,13 479+2,49 419+1,48

Valores expressos como a média + E.P.M. ANOVA/Bonferroni: amilase, ureia,
creatinina, soédio, bilirrubina indireta, ALT e colesterol HDL. Kruskal-Wallis/Dunn:
glicose, &cido durico, potassio, proteinas totais, albumina, globulinas, fosfatase
alcalina, triglicerideos, bilirrubina total, bilirrubina direta, AST e colesterol total.
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Tabela 5 - Efeitos do tratamento apos doses repetidas durante 28 dias com o0 EHTM
sobre parametros bioquimicos séricos de ratas Wistar.

EHTM (mg/kg/dia)

Veiculo 75 375 750
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
Glicose (mg/dL) 111 +7,13 121+9,34 105+5,18 118+ 7,96
Amilase (U/L) 582 +26,3 550+19,8 538+29,2 584 +27,3
Ureia (mg/dL) 46,5+ 2,60 41,2+241 450+3,98 425+2,71
Creatinina (mg/dL) 0,61 +0,06 0,56 +0,02 0,58+0,03 0,63+0,01
Acido drico (mg/dL) 1,37+0,25 1,16 + 0,11 1,32+0,09 1,19+0,05
Potassio (mEqg/L) 5,59+0,20 555+0,25 5,25+0,23 4,91+0,11
Sodio (mEqg/L) 147 +2,25 144+1,16 145+1,72 143 +1,45
Proteinas totais (g/dL) 5,86 £0,20 6,13+£0,19 6,54+0,16 6,25+0,14
Albumina (g/dL) 3,85+0,05 3,96 +0,07 4,08+0,06 4,05+0,06
Globulinas (g/dL) 2,01+0,17 2,17+0,14 2,46+0,13 2,20+0,10
Fosfatase alcalina (U/L) 87,6+11,7 97,7+98 88,2+79 97,0+12,3
Triglicerideos (mg/dL) 51,4+4,49 51,2+442 459+556 47,9+ 3,92
Bilirrubina total (mg/dL) 0,24 + 0,04 0,22+ 0,02 0,21+0,03 0,18+ 0,01
Bilirrubina direta (mg/dL) 0,14 + 0,03 0,15+ 0,02 0,14 +0,03 0,10+ 0,01
Bilirrubina indireta (mg/dL) 0,09 + 0,03 0,07 +0,01 0,06 + 0,01 0,08 + 0,01
AST (U/L) 144 + 20,4 138+9,64 121 +6,53 127 +5,09
ALT (U/L) 46,8 +3,84 449+ 151 47,2+3,29 454+2388
Colesterol total (mg/dL) 63,8 +3,01 64,9+ 4,15 66,7 +2,24 62,4+ 2,36
Colesterol HDL (mg/dL) 37,0+£1,55 39,7+2,16 42,4+1,05 389+1,41

Valores expressos como a média + E.P.M. ANOVA/Bonferroni: glicose, amilase,
ureia, potassio, proteinas totais, albumina, globulinas, fosfatase alcalina, ALT,
colesterol total e colesterol HDL. Kruskal-Wallis/Dunn: creatinina, acido urico, soédio,
triglicerideos, bilirrubina total, bilirrubina direta, bilirrubina indireta e AST.
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6.1.4 Histopatologia

Foram analisados fragmentos de figado, rins e baco dos ratos machos.
N&o foram encontradas alteracfes histopatologicas relacionadas ao tratamento
com EHTM em nenhum dos 6rgdos analisados. Os tecidos apresentaram-se
morfologicamente normais e semelhantes entre os animais tratados com EHTM

ou veiculo (figura 11).
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Figura 11 — Fotomicrografias de laminas histopatologicas de baco, figado e rim de
ratos Wistar representativos dos grupos tratados com veiculo (grupo controle) ou com
a maior dose de EHTM (750 mg/kg). Estéo representados, de cima para baixo, baco
(200x), figado (200x) e rim (400x) do grupo controle (lado direito), e 0s mesmos 6rgaos
do grupo EHTM 750 mg/kg (lado esquerdo). Coloracdo Hematoxilina e Eosina.
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7 DISCUSSAO

Os riscos do uso indevido de plantas medicinais tem conduzido a um
aumento significativo na avaliacdo da seguranca destes recursos terapéuticos.
Desta forma pode se observar um aumento no numero de trabalhos publicados
na area de toxicologia avaliando plantas medicinais. Estudos de toxicidade
aguda, subcrbnica e cronica vém sendo realizados com diferentes produtos
naturais. Neste sentido, varias pesquisas com protocolos semelhantes aos que
foram utilizados neste trabalho tém sido desenvolvidos com extratos de plantas
utilizadas na medicina tradicional (KONAN et al., 2007; BOEIRA et al., 2010;
TAHRAOQUI; ISRAILI; LYOUSSI, 2010; KUNANUSORN et al., 2011).

Até o momento, apenas dois estudos de toxicidade aguda foram
conduzidos para avaliagcdo da seguranca do uso de T. majus. Em um destes
estudos toxicoldgicos foram utilizados camundongos, que receberam por via
oral doses Unicas de até 5000 mg/kg de extratos aquosos ou etandlicos de T.
majus e nao apresentaram sinais de toxicidade (ZANETTI et al., 2003).
Resultados semelhantes foram encontrados em outro estudo, no qual nao
foram observados sinais de toxicidade aguda em ratos, tanto machos quanto
fémeas, apos a administracdo do EHTM na dose de 5000 mg/kg por via oral e
nas doses de 1000 e 3000 mg/kg por via intraperitoneal (GASPAROTTO
JUNIOR et al.,, 2009). A auséncia de sinais de toxicidade nestes estudos
sugere uma baixa toxicidade relacionada ao uso agudo de T. majus.
Entretanto, a investigacdo de toxicidade subcrénica € importante para avaliar a
seguranca do seu uso prolongado. Além do que entre 0s usos terapéuticos de
T. majus estdo inclusas doencas que exigem tratamento continuo ou por
longos periodos de tempo.

No presente trabalho, ap6s o tratamento durante 28 dias com
diferentes doses do extrato hidroetanolico de T. majus ndo foram observadas
alteracdes no ganho de peso corporal e no peso relativo do figado, baco e rins
dos animais. As analises histopatolégicas destes 6rgdos em ratos machos
também evidenciaram que eles ndo foram afetados pelo tratamento com o
extrato. Os parametros bioquimicos séricos utilizados para avaliar a funcéo

hepatica, renal e pancreatica também nao foram alterados pelo tratamento com
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T. majus. Em conjunto, estes resultados demonstram que, nas condicdes
experimentais e doses utilizadas, o extrato hidroetandlico de T. majus né&o
induziu toxicidade nestes 6rgédos em ratos Wistar.

Alteracbes no peso relativo dos 6rgaos analisados séo indicativos de
toxicidade sistémica. O figado € um 6rgdo que exerce funcbes de
metabolizacdo, sintese e excrec¢ao, que possui grande irrigacdo sanguinea. Os
rins constituem os principais 6rgaos de depuracao de substancias, que tém um
grande fluxo sanguineo, além de possuir uma ampla superficie de contato com
0S compostos no interior dos tubulos renais, e o baco € um importante 6rgéao
imunoldgico. Devido a isso estes 6rgaos sao sensiveis a deteccdo de possiveis
efeitos toxicos sistémicos de substancias.

A auséncia de efeitos toxicos renais em ratos também foi reportada por
Gasparotto Junior et al. (2009, 2011a) onde, através dos niveis de ureia,
creatinina, sodio e potassio plasmaticos, ndo foram detectadas alteracdes pelo
tratamento com o extrato hidroetandlico, com a fragcdo semipurificada deste
extrato ou com um flavonoide presente nesta planta, a isoquercitrina.

Através dos parametros hematoldgicos avaliados, eritrograma e
leucograma completos, podemos observar que o tratamento com este extrato
nao afetou a hematopoiese e o percentual de células sanguineas. Assim como,
ndo foi demonstrado, pelos indices hematimétricos e dosagem de
hemoglobina, a presenca de anemia nos animais. As analises hematol6gicas
sdo descritas na literatura por ter alta correlagdo em predizer toxicidade
humana, ou seja, alteracbes no sistema hematolégico em animais por
determinadas substancias também s&o encontradas em humanos na maioria
das vezes (OLSON et al., 2000).

O EHTM utilizado foi previamente caracterizado, evidenciando como
composto majoritario um flavonoide, da subclasse dos flavonois, a
isoquercitrina (GASPAROTTO JUNIOR et al., 2011a, 2011b). Um contetudo de
aproximadamente 38 mg/g e 93 mg/g de isoquercitrina foi encontrado EHTM e
na fragdo etandlica do mesmo, respectivamente (GASPAROTTO JUNIOR et
al., 2011b).

Como os flavonoides estdo presentes em uma grande quantidade de

vegetais e plantas, a seguranga do consumo alimentar destas substancias tem
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sido avaliada. Dois estudos de toxicidade foram realizados com composto de
isoquercitrina produzida enzimaticamente (EMIQ), gerado a partir do flavonoide
rutina e contendo mais de 95% de isoquercitrina (HASAMURA et al., 2004;
TAMURA et al., 2010).

Nestes estudos com a EMIQ foram relatados resultados semelhantes
aos aqui apresentados, nos quais ndo foram observados efeitos tdxicos através
de parametros bioquimicos, hematolégicos, ganho de peso, consumo alimentar
e histopatologia de cérebro, timo, coracdo, pulmdes, figado, baco, rins,
testiculos, ovérios, entre outros 6rgaos, em ratos Wistar, apés doses diérias
inclusa na racdo de até aproximadamente 500 mg/kg (1% do contetdo da
racao) por 13 ou 52 semanas (HASAMURA et al., 2004; TAMURA et al., 2010).
Porém, foram encontradas algumas alteracdes histopatologicas renais nos
machos para doses de mais de 3000 mg/kg (5%) no estudo de 52 semanas
(TAMURA et al., 2010).

Outro estudo com um composto de isoquercitrina enzimaticamente
modificado ndo encontrou evidéncias de carcinogenicidade analisando varios
orgaos, incluindo os rins. No referido estudo ndo foram detectados sinais de
toxicidade renal na avaliacdo histopatolégica em ratos, que receberam até
1,5% do composto de isoquercitrina na racao por 104 semanas (SALIM et al.,
2004).

O processo de metabolizagdo da isoquercitrina pode formar a
quercetina, outro flavonol presente na dieta e também encontrado em T. majus
(DE MEDEIROS et al., 2000; CHANG et al., 2005). Foram descritas algumas
alteracdes histopatoldgicas renais em ratos apds o tratamento crénico com a
qguercetina, as quais incluem tumores renais, lesées neoplasicas e nefropatia
cronica severa (DUNNICK; HAILEY, 1992; NTP, 1992; HARWOOD et al.,
2007). Entretanto, uma reavaliagdo histopatologica renal das alteracdes
relacionadas com o uso deste flavonoide concluiu que o0 aumento nos tumores
renais esta relacionado com a exacerbacdo de uma nefropatia crbnica
progressiva, que ocorre espontaneamente em ratos. Isto evidencia que o modo
de acdo da quercetina representa um mecanismo secundario no
desenvolvimento de tumores renais em ratos, que ndo teria significado na

extrapolagédo para humanos (HARD et al., 2007). Além disso, outros estudos
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nao relataram evidéncias de carcinogenicidade relacionadas com o uso da
quercetina (HIRONO et al., 1981; ITO et al., 1989).

No entanto, de forma geral, os estudos com estes flavonoides sugerem
uma baixa toxicidade para o uso da quercetina e também para oS compostos
de isoquercitrina produzida enzimaticamente, que sdo substancias presentes
nas folhas de T. majus, o que corrobora com os resultados encontrados em
nosso trabalho (NTP, 1992; LIMA; OLIVEIRA; NAGEM, 2003; SALIM et al.,
2004; HASAMURA et al., 2004; HARD et al., 2007; HARWOOD et al., 2007;
TAMURA et al., 2010).

Contudo, as plantas medicinais representam uma mistura complexa de
componentes quimicos com atividades biolégicas, que podem causar efeitos
adversos, toxicos e interagir com outros medicamentos quando empregados
simultaneamente. Portanto, ndo podemos inferir a baixa toxicidade de uma
planta com base somente em estudos toxicol6gicos com seus componentes
isolados.

Na presente avaliacdo toxicologica foi utilizado o extrato hidroetandlico
(90%) das folhas de T. majus, e os resultados aqui apresentados contribuem
para avaliacdo da seguranca desta planta. Porém, os efeitos do uso popular de
T. majus como planta medicinal em outras preparagbes e a seguranca do
consumo alimentar da mesma permanecem obscuros. Pois, embora este
extrato supostamente contenha muitos compostos presentes na folha “in
natura”, ndao podemos afirmar que os resultados aqui apresentados se
repetiriam em outros estudos, como por exemplo, em um modelo de consumo
das folhas e flores frescas na dieta, na administracdo de infusdes ou outros
modos de preparo.

Por conseguinte, permanece uma lacuna para realizacdo de outros
testes toxicolégicos, a fim de avaliar tanto preparacées com finalidade
terapéutica, como as infusdes utilizadas popularmente, quanto as partes desta
planta consumidas “in natura”. De modo que sejam avaliados os riscos da
utilizacdo desta espécie vegetal cronicamente na alimentacdo diaria e no
tratamento de diversas patologias.

Cabe ressaltar ainda, que de acordo com os protocolos recomendados

pela ANVISA para avaliacdo da toxicidade de medicamentos fitoterapicos,
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devem ser conduzidos mais estudos toxicolégicos pré-clinicos com este extrato
de T. majus, como estudos de toxicidade cronica e de genotoxicidade. Além
disso, obviamente, deverdo ser efetuados estudos clinicos para concluir a

avaliacao da seguranca do uso de T. majus em humanos.
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8 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram a auséncia de
toxicidade oral apés doses repetidas durante 28 dias do extrato hidroetandlico
de T. majus, nas doses de 75, 375 e 750 mg/kg em ratos Wistar adultos (90
dias). Nao foram detectados efeitos toxicos sistémicos observados através do
ganho de peso corporal e peso relativo dos orgdos. Nas analises
hematolégicas ndo foram detectados sinais de hematotoxicidade. Os
parametros bioquimicos ndo demonstraram efeitos toxicos renais, hepaticos e
pancreaticos. Também nado foram evidenciadas nas analises histopatoldgicas
alteracdes no figado, nos rins e no baco dos animais.

Entretanto, para uma completa avaliacdo da seguranca da utilizacéo
desta planta medicinal pela populagdo muitos estudos ainda sdo necessarios,
tanto para avaliar o seu uso com finalidade terapéutica, quanto para avaliar seu
consumo alimentar. Também € importante continuar investigando 0s usos
populares desta planta, a fim de fornecer informacdes cientificas concisas
sobre a eficacia e mecanismos de acdo de seus efeitos terapéuticos,
objetivando a garantia de uma alternativa terapéutica de qualidade, eficaz e

segura para uso humano.
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ANEXO 1 - Protocolo para confeccéo das laminas histoldgicas:

a) Desidratacao:

Os fragmentos dos oOrgdos foram colocados em cassetes
histoldgicos, identificados, e passaram pelos seguintes banhos:
Etanol 70% - 1 a 12 horas;

Etanol 95% (1° banho) - 1 hora,;

Etanol 95% (2° banho) - 1 hora,;

Etanol 100% (1° banho) - 1 hora,;

Etanol 100% (2° banho) - 1 hora.

b) Diafanizac&o ou clareamento:

Xilol (1° banho) - 1 hora;
Xilol (2° banho) - 1 hora.

c) Impregnacéo pela parafina:

As etapas posteriores foram realizadas em estufa a 60°C;
Xilol (50%) e Parafina (50%) - 45 minutos;

Parafina (1° banho) - 45 minutos;

Parafina (2° banho) - 45 minutos;

Parafina (3° banho) - 45 minutos.

d) Incluséo:

Os cassetes foram retirados da estufa um por um com as
amostras, foram colocados em um molde retangular com parafina
na chapa aquecedora a 60 °C;

Os blocos foram montados e deixou-se solidificar a temperatura

ambiente.
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e) Microtomia:

Os blocos foram cortados em um micrétomo (5 pum);

Os cortes foram colocados em banho-maria, em seguida foram
retirados um por um com uma lamina inclinada em um angulo de
aproximadamente 90 graus;

As laminas foram colocadas em estufa a 60 °C por

aproximadamente 7 minutos.

f) Reidratacao:

ApOs retirar as laminas da estufa foram realizados os processos a
seqguir:

Xilol (1° banho) - 10 minutos;

Xilol (2° banho) - 10 minutos;

Etanol 100% - 5 minutos;

Etanol 95% - 5 minutos;

Etanol 90% - 5 minutos;

Etanol 70% - 2 minutos.

g) Coloracéo:

Hematoxilina - aproximadamente 15 segundos;
Lavar com agua destilada;

Eosina - 10 a 15 segundos.

h) Desidratacéo:

Etanol 90 % - Colocar e tirar;
Etanol 100% (1° banho) - 5 minutos;
Etanol 100% (2° banho - 5 minutos;
Xilol (1° banho) - 10 minutos;
Xilol (2° banho) - 10 minutos.
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i) Montagem:

e Com o auxilio de um conta-gotas pingou-se uma gota de balsamo do
Canada sobre a laminula e a lamina com o corte foi elevada até a
laminula, finalizando a confeccdo de uma lamina histolégica

permanente.



