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RESUMO

O Araticum (Annona coriacea Mart.) € um fruto tipico do cerrado brasileiro utilizado
popularmente para remediar processos inflamatérios. A familia Annonaceae
apresenta como principais constituintes as acetogeninas, uma classe de substancias
com grande potencial citotoxico, genotoxico e ainda citado como o responsavel por
uma doenga similar ao parkinsonismo em uma populacdo caribenha que utilizava o
fruto tanto como alimento quanto para fins medicinais. O objetivo deste estudo foi
avaliar a putativa atividade do extrato bruto etandlico das sementes da A. coriacea
sobre o cortex cerebral de camundongos expostos nas doses de 12,5; 25; 50 e 100
mg/kg, além de avaliar sua atividade sobre diferentes areas do encéfalo, sobre o
figado e rins. Foram utilizados 30 camundongos Swiss machos adultos divididos em
grupos controle, solvente e tratados (12,5; 25; 50 e 100 mg/kg). O extrato foi
administrado por via oral durante quatro dias. Os o6rgaos-alvo foram extirpados,
fixados em etanol 70% (v/v) e processados para método histolégico - hematoxilina e
eosina. A analise das laminas foi executada via sistema de processamento de
imagens para a contagem das células e demais analises morfométricas. Os estudos
morfolégicos ndo demonstraram alteracfes significativas para o cérebro em suas
diferentes areas, da mesma forma que nao foram detectadas alteracdes nos rins.
Por outro lado, foi detectado uma reducdo da frequéncia de células por area do
figado, assim como verificamos uma diminiucdo no consumo de racdo, agua e
producdo de excreta. Concluimos com este trabalho uma possivel atividade
hepatotoxica induzida pela exposicdo ao extrato bruto etandlico das sementes da
A. Coriacea Mart., observada pela diminuicdo da frequéncia de células por area do
figado, correlacionado com reducbes de consumo de ragdo/agua e producédo de

excretas pelos animais.

Palavras - Chave: Annona coriacea Mart., toxicologia, neurotoxicidade,

hepatotoxicidade, nefrotoxicidade.



ABSTRACT

The araticum (Annona coriacea Mart.) is a typical fruit of the brazilian cerrado used
popularly to overcome inflammatory processes. The family Annonaceae presents as
the main constituents acetogenins, a class of substances with great cytotoxic and
genotoxic potential, and cited as responsible for a disease similar to parkinson in a
Caribbean population that used the fruit as much as food and for medicinal purposes.
The aim of this study was to evaluate the putative activity of crude ethanolic extract
of seeds of A. coriacea on the cerebral cortex of mice exposed at doses of 12.5, 25,
50 and 100 mg / kg, and evaluate its activity on different areas of the brain, the liver
and kidneys. We used 30 adult male Swiss mice divided into groups control, solvent
and treated (12.5, 25, 50 and 100 mg / kg). The extract was administered orally for
four days. The target organs were extirpated, fixed in 70% ethanol (v / v) and
processed for histological method - hematoxylin and eosin. The analysis of the slides
was performed by image processing system for counting cells and other
morphometric analysis. The morphological studies showed no significant changes to
the brain in different areas, just as no changes were detected in the kidneys. On the
other hand, was found a reduction on the frequency of cells per area of the liver, like
as an reduction on the consumption of food, water and production of excreta. We
conclude with this work a possible hepatotoxic activity induced by exposure to crude
ethanol extract of seeds of A. Coriacea Mart., observed by the decrease in frequency
of cells per area of the liver, correlated with reductions in consumption of food / water

and production of excreta by animals.

Keywords: Annona coriacea MART, toxicology, neurotoxicity, hepatotoxicity,

nephrotoxicity.
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INTRODUCAO




1 INTRODUCAO

1.1 Neurociéncias

Observamos nas ultimas décadas um grande avanc¢o da ciéncia em todos os
seus aspectos, porém muitas questbes ainda se encontram sem resposta, € uma
das areas com uma grande quantidade de questionamentos € a Neurociéncia. O
estudo do sistema neural e suas fun¢des ainda envolvem uma série de duvidas a
serem exploradas (KANDEL et al., 2000).

Segundo Lent (2005) o sistema neural pode ser observado e abordado de
diversos modos, originando assim divisdes em suas formas de estudos, conhecidas
de um modo geral por neurociéncias. Entre estas divisbes estdo a neurociéncia
molecular, responsavel pelo estudo do material genético dos neurdnios e glia; a
neuroquimica, estudo dos neurotransmissores e neuromoduladores, neurohistologia
e neuroanatomia, que aborda populacbes de células situadas em regides
especificas com enfoque morfolégico, e a neurofisiologia que tem por finalidade o
estudo das funcdes destas estruturas (SQUIRE et al., 2008).

Tantas maneiras de abordar o sistema neural podem ser utilizadas
conjuntamente para um estudo ainda mais amplo que permita a observacéo da acao
de drogas e farmacos sobre o sistema neural, pois o conhecimento basico da sua
morfologia e fisiologia implica em inferirmos alteracbes no mesmo sistema. Sao
escopos, a neurofarmacologia e a neurotoxicologia (SQUIRE et al., 2008). Uma vez
conhecida a estrutura morfolégica deste sistema e sua relagcdo com a funcao, estes
dados possibilitam estudos da exposicdo deste sistema frente a xenobiéticos.

Historicamente, os modos de se conhecer e entender o funcionamento do
sistema neural central tem sido por meio do estudo da modulacéo da atividade deste
sistema utilizando-se diferentes xenobioticos. Caviness Jr. (1975), cita que o estudo
morfolégico do cortex cerebral é uma referéncia comum para trabalhos onde se
relacionam estrutura versus atividade.

As células que constituem o sistema neural sdo muito sensiveis a variagdes
bioquimicas em seu meio, podendo causar morte por mecanismos apoptoticos, por

exemplo, neurbnios que ndo apresentam producdo de seus neurotransmissores,
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seja por efeito genético ou por inibicdo da producdo sobre efeito de drogas e
farmacos (AVERSI-FERREIRA et al., 2005; TILSON e HARRY,1999).

1.2 Neuromorfologia - citoarquitetura

Alteracbes do metabolismo celular, geradas pela exposicdo a xenobibticos,
geram muitas vezes respostas morfoldgicas nas mesmas (TILSON e HARRY,1999).
Estas alteracbes da morfologia celular podem ser utilizadas para identificar os
efeitos de substéncias sobre as células, sendo assim de suma importancia o bom
conhecimento da organizacéo tecidual dos 6rgaos a serem avaliados em estudos
gue correlacionem analise de substancias atraves da sua morfologia.

Dentro do escopo morfologico, o sistema neural é dividido em sistema neural
central, constituido de encéfalo, contido no crénio e medula espinhal contida na
coluna vertebral; e sistema neural periférico, constituido pelos nervos aferentes e
eferentes que se projetam para fora do sistema neural central (BURT, 1995; MOORE
e DALLEY, 2006).

1.2.1 Cortex

O sistema neural central é constituido pela grande maioria das células,
prolongamentos e conexdes, sendo que, a maior parte dos neurénios esta localizado
principalmente na substancia cinzenta telencefalica (LENT, 2005)

As células que comp&em o sistema neural sdo divididas em duas classes; 0s
neurdnios e as células da glia. Estas ultimas estdo em uma proporcao de 9 células
para cada 1 neurbnio. Estas células desempenham diversas funcdes, entre elas a de
nutrir os neurénios e permitir seu bom funcionamento. Estas células sao
responsaveis pela barreira hemato-encefalica, e estdo associadas a memodria
(FIELDS e STEVENS-GRAHAM, 2002).

Histologicamente o coértex adulto é dividido em seis camadas horizontais,
conhecidas como camadas de Brodmann (MACHADO, 2000; MARIN-PADILLA,
1992), sendo estratificado também em colunas verticais, responsaveis pelo comando
motor de varias regiées do corpo e pela recepgdo, reconhecimento, integracdo e
compreensao das informacgdes aferentes vindas de varias partes do corpo (AVERSI-
FERREIRA e PENHA SILVA, 2005). Qualguer dano a esta estrutura cortical, como
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diminuicdo da arvore dendritica ou tamanho do soma, pode implicar em perdas
motoras e cognitivas. Estas camadas sé&o formadas principalmente por quatro tipos
de células neuronais: 1) células piramidais: possuem soma em forma de triangulo
tendo um proeminente dendrito emergindo de seu &pice; 2) células granulares:
células com forma estrelada com irradiagéo tridimensional dos dendritos; 3) células
fusiformes: células alongadas lembrando um charuto; 4) células horizontais: células
pequenas limitadas a camada-1 (MACHADO, 2000; ROSS e PAWLINA, 2008).

Para camundongos a citoarquitetura do cértex adulto segue padrdes
semelhantes aos descritos em humanos por Brodmann (CAVINESS Jr., 1975)
descritas da por¢cdo mais externa para a interna (Fig. 1) (BURT, 1995; MACHADO,
2000):

Camada — | ou molecular: contem raras células horizontais, porém rica em
fibras formando o chamado estrato tangencial;

Camada — Il ou granular externa: apresenta grande quantidade de células
granulares e algumas células piramidais pequenas;

Camada — Il ou piramidal externa: presenca de células piramidais pequenas
proximo a camada — Il e células piramidais maiores mais profundamente, tendo
ainda a presenca de um extrato tangencial de fibras;

Camada — IV ou granular interna: abundante em neurdnios granulares,
maiores que os da camada — Il, considerada estacéo receptora do cortex, contendo
muita mielina e pequenos neurdnios piramidais;

Camada - V ou piramidal interna: possui células piramidais de pequeno e
médio porte com presenca de pequenas células granulares, sendo a camada com
maior uniformidade celular;

Camada — VI ou fusiforme: apresenta células com formas globulares mais
externamente, e células alongadas, fusiformes, na por¢cdo mais interna.

Podendo ainda sofrer outras divisdes por alguns grupos de pesquisadores

como é demonstrado na Figura 2.
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I1- Camada — >
molecular

Il— Camada granular —»
extemna

Il — Camada e

piramidal externa

IV — Camada granular —»
intema

V —Camada piramidal —»
intema

VI—Camada fusifome—

Figura 1: Descricdo histoldégica segundo Brodmann do coértex cerebral adulto coradas
utilizando trés técnicas diferente; A) método de Golgi para corpo dos neurbnios e
prolongamentos; B) método de Nissl para corpo dos neurdnios; C) método de Weigert para
fibras mielinicas (modificado de Machado, 2000).
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Figura 2: Fotomicrografia do cértex motor de recém-nascido impregnado pelo método de
Golgi-rapido evidenciando as 6 camadas corticais (modificado de MARIN-PADILLA, 1998).

1.2.2 Cerebelo

O cerebelo situado posterior dorsalmente a ponte e ao bulbo apresenta
convolucdes em seu coértex, sendo a unidade moduladora e reguladora da funcéo
motora do organismo (VOOGD e GLICKSTEIN, 1998).

O cortex cerebelar apresenta uma citoarquitetura contendo trés camadas: (1)
camada molecular, (2) camada das células de Purkinje e a (3) camada granular
(VOOGD e GLICKSTEIN, 1998).

A primeira camada, molecular, apresenta células estreladas e dendritos das
células de Purkinje. As células de Purkinje aparecem com formato de cesto
formando a segunda camada (SOUZA et al., 2006), responsavel por enviar as
informacgdes para fora do cortex cerebelar, uma vez que sdo os Unicos neurénios do
cerebelo a emitir axénios para fora do cerebelo (VOOGD, 2003; VOOGD e
GLICKSTEIN, 1998). A terceira camada, a camada granular, contém células
granulares e glomérulos em animais adultos. Estas células granulares sdo pequenas
e sdo o elemento mais abundante no cerebelo onde correspondem a cerca de 95%
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do total de células do cerebelo (SOUZA et al., 2006; VOOGD, 2003; VOOGD e
GLICKSTEIN, 1998).

1.2.3 Bulbo olfatério

O bulbo olfatério € formado por um par de estruturas situadas na face anterior
do lobo frontal imediatamente acima da placa crivosa do osso etmoide (AVERSI-
FERREIRA et al., 2006; BURT, 1995). Tem a funcdo de receber informacdes de
moléculas de odor captadas nos receptores olfatérios do nariz e as redirecionar ao
neocortex (FUJISAKI et al., 2004; MORI et al., 1999).

Esta estrutura € uma das poucas que esta presente no sistema neural de
mamiferos, entre eles o humano, em que ha continua geracdo de neurbnios
(BEDARD e PARENTE, 2004).

Histologicamente visualizam-se cinco camadas circundando uma regido de
substancia branca formada pelos axdnios das fibras aferentes e eferentes ao bulbo
olfatério (BURT, 1995).

1.2.4 Mesencéfalo

Esta € uma pequena e fina regido que se estende da parte superior da ponte
até a parte inferior do diencéfalo (CROSSMAN e NEARY, 2007). No mesencéfalo
estdo os pedunculos cerebrais, vias para a informacdo motora, transmitida do cértex
cerebral para a ponte e medula espinhal, e pela informacéo sensitiva, transmitida da
medula ao talamo, que por sua vez conecta o0 mesencéfalo ao cortex cerebral
(BURT, 1995).

Outra estrutura presente nesta regido € a formacédo reticular, contendo
neurdnios responsaveis por receber e integrar informacdes provenientes do coértex
cerebral, talamo, hipotalamo, cerebelo e medula espinhal (BURT, 1995;
CROSSMAN e NEARY, 2007).

A dopamina é o principal neurotransmissor utilizado pelos neurdnios desta
regido. Normalmente, é excitatério e esta ligado a respostas emocionais e

movimentos subconscientes da musculatura esquelética (LENT, 2005).
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1.3 Morfologia do figado

O figado é a mais pesada glandula do corpo, pesando cerca de 1,4 kg no
adulto médio. Esté localizado na cavidade abdominal, inferior ao masculo diafragma,
mais proeminente no lado direito do corpo. Participa da digestdo de carboidratos,
proteinas e gorduras. Secreta ainda a bile, responsavel por emulsificar lipidios em
uma suspensao, o que facilita sua absorcdo (AIRES, 2007; TORTORA e
GRABOWSK, 2002).

E um Orgdo com alta atividade metabdlica visto que, grande parte das
substancias absorvidas pelo intestino se destinam ao figado, o qual tem a funcéo de
metabolizar, armazenar ou sintetizar estas substancias colaborando assim para a
homeostasia corpérea. Este 6rgao possui grande perfusdo sanguinea e, em funcéo
disto, toda substancia absorvida pelo organismo atinge rapidamente as células
hepaticas. Ademais, o figado é responsavel por promover a eliminacdo de
xenobioticos, nocivos ou ndo, do organismo, tais como drogas, sendo entdo um
orgao de grande importancia em estudos que avaliem os efeitos de diferentes
substancias (BORGES et al., 2002; LEMES e BRACCINI, 2004).

Histologicamente o figado é formado por unidades funcionais denominadas
de I6bulos, que compreendem células hepaticas, os hepatdécitos, que se agrupam e
anastomosam entre si formando fileiras de células dispostas radialmente em torno
de uma veia central em uma estrutura hexagonal, tendo nas extremidades as triades
portais, com a artéria hepatica, veia porta e ducto biliar. Entre estas fileiras de
hepatocitos, encontram-se capilares denominados sinusoides cujas paredes sao
formadas por dois tipos de células, as células endoteliais tipicas das paredes dos
capilares e células reticuloendoteliais estreladas fagociticas conhecidas como
células de Kupffer (GERBER e THUNG,1987; ROSS e PAWLINA, 2008).

1.4 Morfologia do rim

Os rins situam-se acima da cintura contra a parede posterior da cavidade
abdominal, sendo o rim direito levemente inferior ao esquerdo
(TORTORA e GRABOWSK, 2002). Histologicamente os rins sao constituidos pelas
zonas medular e cortical, capsula, hilo e pelve. A unidade funcional dos rins é o

nefrén, este € constituido de corpusculo renal, tibulos contorcidos e alca de Henle.
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E nos corplsculos renais que temos a filtragdo do plasma sanguineo. Cada
corpusculo é formado pelo glomérulo e capsula de Bowman. As células da parede
interna da capsula se aderem as células endoteliais dos capilares formando assim
uma membrana de filtracdo (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008; TORTORA e
GRABOWSK, 2002).

Os rins tém a funcdo de regular a composicdo e volume do sangue,
eliminando ou reabsorvendo substancias esséncias para a homeostasia. O primeiro
passo para esta regulacdo esta na atividade exercida pelos corpusculos renais, a
denominada filtracdo glomerular (AIRES, 2007). Esta atividade é de grande
importancia uma vez que esta relacionada com a eliminagéo de substancias nocivas
ao organismo.

A quantidade de aporte de sangue e a quantidade de filtrado formado pelos
corpusculos renais influenciam em sua morfologia, sendo estas alteragbes, um
indicio significativo para maior ou menor atividade renal, podendo ser este um
parametro para avaliacdo do efeito toxico de substancias sobre este 0Orgao
(RHODEN et al., 2001).

1.5 Toxicidade, neurotoxicidade e fitoterapicos

Os estudos toxicolégicos sdo a esséncia para uma atividade importante
conhecida como avaliacdo de risco. Esta avaliacdo caracteriza-se por estudar
possiveis efeitos adversos a saude de humanos e ao ambiente. Tais estudos
seguem uma série de métodos e protocolos 0s quais sdo regulados e estabelicidos
por diversos 6rgdos como a Food and Drug Adminstration (FDA) americana, a
Organisation for Economic Co-operation and Development (OECD) européia e a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) brasileira. Uma grande variedade
de métodos e protocolos ja foram estabelecidos para se investigar efeitos toxicos de
xenobidticos, utilizando metodologia in-vitro, ex-vivo, porém um componente chave
sdo ainda os bioensaios em animais, em género e espécies diferentes como ratos e
camundongos (KLAASSEN et al., 2007).

A neurotoxicologia é uma area da toxicologia que estuda os efeitos adversos
de substancias exdégenas sobre o sistema neural as quais levam a prejuizos

irreversiveis ou lentamente reversiveis. Esta exposi¢cdo a xenobioticos neurotoxicos
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resulta em alteracbes comportamentais, fisiologicas e morfologicas complexas
(MASSARO, 2002).

Sao conhecidas mais de 1000 desordens neurolégicas em humanos, sendo
muitas delas de etiologias ainda n&do conhecidas. A neurotoxicologia estuda
substancias que podem produzir efeitos deletérios sobre o sistema neural. Estes
efeitos podem atuar sobre deficiéncias pré-existentes do sistema, por mecanismos
de potencializacdo ou atuar de forma sinérgica sobre desordens ja conhecidas. Este
fato possibilita o estudo dos mecanismos envolvidos em tais deficiéncias
favorecendo a sua compreensao e um possivel meio de tratamento tanto para as
intoxicagcbes quanto para 0s agentes testados, ou ainda para as desordens
neurolégicas (ABOU-DONIA, 1992).

O contingente de trabalhos relacionando efeitos toxicos ao uso de plantas
medicinais e medicamentos fitoterapicos vem crescendo gradativamente (OLIVEIRA
e GONCALVES, 2006).

Substancias presentes em medicamentos fitoterapicos ou mesmo alimentos,
como os alcalbides pirrolizidinicos, presente no confrei (Symphytum officinale L.)
(STICKEI e SEITZ, 2000) e mentrasto (Ageratum conyzoides L.), podem resultar em
sintomas como anorexia, letargia, dor abdominal, deplecdo dos hepatdcitos,
carcinogénese e trombose (COUET et al., 1996)

Mais recentemente, a Cimicifuga racemosa (L.) Nutt.,, popularmente
conhecido por cimicifuga, um fitoterapico bastante utilizado em mulheres de meia
idade para o tratamento dos sintomas decorrentes da menopausa, tem despertado
interesse, uma vez que foram relatados diferentes efeitos adversos decorrente do
seu uso crénico em doses terapéuticas, dentre eles, disfuncdes hepaticas e
problemas circulatorios (HUNTLEY e ERNST, 2003). Além disto, alguns relatos de
casos evidenciam um aumento da taxa de creatina fosfatase e lactato
desidrogenase no sangue (MINCIULLOA et al., 2006).

Outra planta, com fruto bastante consumido, a Averrhoa carambola L. cujo
fruto € a carambola, demonstrou efeitos adversos em pacientes urémicos, 0s quais
estdo associados a confusdo mental e perda de consciéncia, relacionados a uma
possivel neurotoxina (NETO et al., 2003; TSE et al., 2003).

A idéia de que alimentos ditos “naturais” sejam exclusivamente benéficos
para a saude ou importantes no tratamento de diversas moléstias, tem sido

amplamente difundida entre a populacdo, que desconhece a funcédo real dos
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alimentos ou ainda a possibilidade de efeitos adversos provenientes de seu
consumo (OLIVEIRA e GONCALVES, 2006; STOPER et al., 2005).

Plantas como a Kava-Kava (Piper methysticum L.), o Cardo-do-visco
(Atractylis gummifera L.), o Chaparral (Larrea tridentata Cav.), e 0 confrei
(Symphytum officinale L.) apresentam ainda efeitos hepatotdxicos decorrentes da

utilizagdo com finalidades terapéuticas (SEEFF, 2007).

1.6 Familia Annonaceae — atividade biolégica

A familia Annonaceae é constituida de aproximadamente 130 géneros e 2300
espécies de arvores e arbustos tropicais e subtropicais, frutiferas (ALALI et al., 1999;
FECHINE et al., 2002; SANTOS e SALATINO, 2000), caracterizadas por suas folhas
simples, dispostas alternadamente em um mesmo plano ao longo dos ramos e pela
semelhanca entre seus frutos (ALMEIDA et al., 1998). No Brasil ha registros de 29
géneros compreendidos em 230 espécies (BARROSO, 1978). Dentro desta familia
estdo presentes plantas como a graviola (Annona muricata L.) e a ata (Annona
squamosa L.).

O interesse sobre esta familia se deve aos estudos promissores relacionando-
as a efeitos antitumorais (AHAMMADSAHIB et al., 1993; CAVE et al., 1997),
tornando as plantas como a graviola (Annona muricata L.) e a atemoia
(Annona cherimdlia Mill.), futuras e promissoras candidatas a farmacos com
utilizacdo na inibicdo do crescimento de células tumorais (TORMO et al., 1999).

Jolad e colaboradores (1982) primeiramente isolaram e caracterizaram uma
substancia extraida das raizes da Uvaria accuminata Oliv. (Annonaceae),
denominada Uvaricina, substancia que teve comprovado efeito antileucémico in vivo
sobre a leucemia linfocitica em modelos murinos (ALALI et al., 1999; JOLAD et al.,
1982). Do isolado da casca da Annona bullata Rich. foi obtida uma substancia, com
efeito inibidor sobre cultura de células de adenocarcinoma mamario humano
resistente ao tratamento antineoplasico convencional (ORBELIES et al., 1997a, b).

A familia das anonaceas foi relacionada com atividade inibitoria sobre o
complexo — | (Dinucleotideo de nicotinamida-adenina - NADH: ubiquinona
oxidoredutase) da cadeia respiratoria mitocondrial em mamiferos e insetos, sendo

esta atividade atribuida as acetogeninas, substancia majoritaria encontrada nesta
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familia (DEGLI ESPOSTI et al., 1994; LONDERHAUSEN et al., 1991; MOTOYAMA
et al., 2002; TORMO et al., 1999).

Estudos verificaram atividade antileishmaniose e antitripanosomiase em
extratos da Annona  senegalensis Pers., Annona muricata L.,
Rollinia exsucca A. DC., Rollinia pittieri Saff. e Xylopia aromatica Lam.
(OSORIO et al.,, 2007; SAHPAZ et al., 1994), e extratos do pericarpo da Annona
muricata L. (JARAMILHO et al., 2000). Estes ultimos achados foram confirmados
pelo trabalho de Grandic e colaboradores (2004), que relataram uma atividade
semelhante em compostos isolados a partir de extratos de varias plantas da familia
anonacea.

O grupo de Caparros-Lefebvre realizou uma série de estudos na ilha
caribenha de Guadeloupe, onde relataram uma intima ligacdo entre o consumo de
uma planta da familia das anonaceas, a Annona muricata L., e o aparecimento de
uma sindrome parkinsoniana atipica (CAPARROS-LEFEBVRE
et al., 1999, 2002). Estudos posteriores evidenciaram que uma substancia presente
na A. muricata L., a annonacina, resultou em toxicidade sobre cultura de neurénios
dopaminérgicos do mesencéfalo, indicando possivel atividade toxica in vivo
sugerindo que esta substancia poderia ser a provavel causa do aparecimento da
sindrome Parkinsoniana na populacédo estudada em Guadeloupe (LANNUZEL et al.,
2002, 2003, 2008). Lannuzel e colaboradores (2007, 2008) ainda verificaram uma
distincdo entre a doenca de Parkinson e o parkinsonismo atipico presente em um
grupo de pacientes desta ilha que foram expostos as neurotoxinas das Annonaceae,
sendo esta sindrome uma nova e singular entidade clinica.

Associacdes semelhantes aos da ilha de Guadaloupe foram relatadas em
pacientes em Londres, porém de origem caribenha e na Nova Caledonia
(ANGIBAUD et al., 2004; CHAUDHURI et al., 2000).

Do isolado do extrato da raiz da A. muricata L. foi observado uma perda
neuronal predominante nos ndcleos da base de ratos expostos diariamente por 28
dias e ainda, foram verificados efeitos leves a moderados sobre o hipocampo,
talamo, nucleos péstero-lateral, médio-dorsal, ventro-péstero-lateral e ventro-
postero-medial. Sobre o cortex cerebral houve reducdo em 44% dos niveis de
adenosina tri-fosfato (ATP), porém ndo apresentando nenhuma alteracdo de

atividade locomotora espontdnea. No cerebelo foram observadas pequenas
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alteracbes quanto ao formato das células de Purkinje e seus ndcleos se mostraram
mais afilados (CHAMPY et al., 2004).

1.7 Annona coriacea Mart.

A Annona coriacea Mart. € uma planta da familia Annonaceae, distribuida
pelo cerrado da regido central do Brasil, onde é nativa (Fig. 3). Seu nome popular,
Araticum, é dado a diferentes espécies desta mesma familia. Outros nomes
populares para esta planta sdo Marolo, Articum, Araticum-Liso (ALMEIDA et al.,

1998).

Figura 3. (A) Detalhe da flor e (B) ramos da planta A. coriacea Mart, no cerrado goiano
(Fotos tiradas e cedidas gentilmente pelo professor Dr. Luiz Carlos Cunha — Prof. Associado
da Faculdade de Farmacia da UFG).

O fruto do Araticum é consumido pela populacdo e empregado empiricamente
para o tratamento de processos inflamatérios (FAGUNDES et al., 2005) e como
laxante. Porém estudos realizados com esta familia ndo tém apresentado uma
correlacdo com este emprego popular. Acerca da utilizagdo popular da A. coriacea
Mart., o pé das sementes desta planta é utilizado ainda como pesticida, em especial
como raticida contra espécies silvestres, para a prote¢cdo de casas nas zonas rurais
(Prof. Dr. José Realino de Paula, comunicagdo pessoal. Professor Associado de
Farmacognosia da Faculdade de Farmécia da Universidade Federal de Goias).

Coelho e colaboradores (2003) verificaram que uma lecitina isolada das

sementes da A. coriacea Mart. demonstrou atividade hemaglutinante sobre
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eritrécitos humanos. Ainda, desta mesma lecitina observou-se migracdo de
neutrofilos para a cavidade peritoneal de camundongos submetidos a este isolado
provocando processo inflamatério (COELHO et al., 2006). Desta forma, os dados
acima relatados, ndo esclarecem o uso popular, ao contrario, estdo em desacordo
com este conhecimento.

Das raizes da A. coriacea Mart. foi isolado a primeira acetogenina descrita
com duas duplas ligacbes na cadeia alifatica, a coriadienina. Esta substancia foi
testada em cultura de células de carcinoma nasofaringeo humano, onde apresentou
atividade citotoxica sobre esta cultura (SILVA et al., 1996).

Outra atividade biolégica encontrada por Fagundes e colaboradores (2005),
utilizando o teste do micronucleo, demonstraram potencial mutagénico do extrato
bruto etandlico das sementes de A. coriacea Mart. sobre eritrocitos da medula 6ssea
de camundongos nas doses de 50, 100, 200 e 400 mg/kg, com administracao unica
por via oral.

Embora a familia Annonaceae seja bastante estudada, poucos foram os
trabalhos encontrados na literatura acerca da espécie A. coriacea Mart. Os artigos
citados acima demonstraram que ha substancias ja isoladas das sementes,
apresentando atividade bioloégica compativeis com as ja descritas para diferentes
plantas desta familia. E sabido que as substancias majoritarias desta familia, as
acetogeninas, estao presentes em diferentes partes destas plantas tais quais folhas,
frutos, sementes e raizes.

Com o conhecimento popular da utilizacdo desta planta, aliado aos aspectos
ja investigados em trabalhos anteriores, citados anteriormente, 0s quais
demonstraram atividade toxica relacionado as substancias presentes na familia
Annonaceae e, na espécie A. coriacea Mart., justificamos assim a utilizacdo das
sementes desta planta ainda tdo pouco estudada, na tentativa de observar putativas
atividades do extrato etandlico bruto das sementes, em especial sobre o cortex

cerebral.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

v' Estudar possiveis efeitos toxicos do extrato bruto etandlico das sementes de

A. coriacea Mart.em camundongos Swiss.

2.2 Objetivos especificos

v Avaliar o potencial neurotéxico do extrato etandlico bruto das sementes de A.
coriacea Mart.;

v Avaliar o potencial nefrotoxico do extrato etandlico bruto das sementes de A.
coriacea Mart.;

v' Avaliar o potencial hepatotéxico do extrato etandlico bruto das sementes de

A. coriacea Mart.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta e preparo do extrato bruto etandlico das sementes da Annona

coriacea Mart.

O material botanico foi coletado na Chéacara Vila Mariana, Senador Canedo -
GO, Brasil (781m de altitude, 16° 40’ 15,5" sul e 49° 14’ 13,6” oeste), sendo
identificada morfologicamente pelo professor Dr. José Realino de Paula. Uma
exsicata do material foi preparada contendo caule, folhas e flor, para identificacao
botanica, sendo este depositado no Herbario da UFG/ICB-I sobre o numero de
identificacédo: 40004.

Os frutos foram colhidos e as sementes retiradas e dessecadas em estufa
com circulagéo de ar a 40 °C, em seguida, trituradas em moinho de facas. Extraiu-se
100g de sementes trituradas com 500mL de alcool etilico a 70% (v/v) por maceragao
com agitacdo mecanica por 5h. Filtrou-se e repetiu-se a operacdo por mais duas
vezes. Concentrou-se o filtrado em rota-evaporador a 40 °C e obteve-se 0 extrato
etandlico bruto das sementes de A. coriacea Mart. (EBSAC), o qual foi armazenado

em temperatura média de 7 °C até o momento do uso (Fig. 4).
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Secagem em estufa
<— ventilada a 40°C por
1 semana.

Sementes da
A. coriacea Mart.

Trituracdo em
moinho de facas

A 4

P6 das Sementes

Maceracéo: 100g de p6
<— das sementes - 500mL

de etanol 70% por 5h.
v (3X)

Mistura p6 das
sementes + EtOH

70%
< Filtracao
Y
Filtrado
<—Rota-evaporacgao
Alcool
recuperado EBSAC

Figura 4: Fluxograma de extragdo do EBSAC

3.2 Animais de experimentacao

Foram utilizados 30 camundongos Swiss machos com idade entre 6 e 9
semanas, fornecidos pelo biotério da Industria Quimica do Estado de Goias
(IQUEGO). Os animais foram agrupados por similaridade de peso em gaiolas
plasticas transparentes, todas de mesmas dimensfes em um total de 5 animais por
grupo experimental (Fig. 5). As gaiolas ficaram em sala climatizada sob temperatura
constante de 21 + 2 °C, ciclo claro - escuro de 12h. A racdo utilizada foi & comercial

padrao e agua ad libitum.
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Para este estudo, foram seguidas as normas do Colégio Brasileiro de

Experimentagao Animal (COBEA).

Figura 5: Animais experimentais agrupados em sua devida gaiola.

3.3 Administracdo do EBSAC

Foi realizada administracdo diaria por um periodo de 4 dias por via oral
(gavagem) em diferentes concentracdes do extrato (12,5; 25; 50 e 100 mg/kg),
sendo administrado sempre no mesmo horario, 9:00 h. O extrato foi diluido em
Tween 80 e salina estéril [1:10], obtendo-se ao final um volume total de 0,2 mL da

solucéo, sendo os grupos divididos como demonstrado no Quadro 1.

GRUPO Exposicéo (4 dias)
Controle Sem exposicao
Solvente Exposto aos solventes do EBSAC - tween 80 +
salina [1:10] — 0,2 mL
Grupo 12,5 mg/kg Exposto a 12,5 mg/kg do EBSAC + solventes do
extrato — 0,2 mL
Grupo 25 mg/kg Exposto a 25 mg/kg do EBSAC + solventes do
extrato — 0,2 mL
Grupo 50 mg/kg Exposto a 50 mg/kg do EBSAC + solventes do
extrato — 0,2 mL
Grupo 100 mg/kg Exposto a 100 mg/kg do EBSAC + solventes do
extrato — 0,2 mL

Quadro 1: Divisédo dos grupos experimentais e forma de exposicéo.
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3.4 Coleta de dados diarios

Durante todos os dias de exposi¢cdo ao extrato foram coletados os dados de
peso dos animais, da excreta, consumo de dgua e alimento, sempre ho mesmo
horario, 08:00 h, além de observacdo do comportamento.

A figura 6 mostra o resumo da exposicdo e observacoes realizadas neste

estudo.

Dias do experimento

Recebimento dos animais no Grupo Controle (sem tratamento)

v biotério, pesagem e divisdo dos Grupo Solvente (tween + salina)

grupos B Grupo 12,5 mg/kg EBSAC

¥ Inicio do tratamento B Grupo 25 mgikg EBSAC
: Grupo 50 mg/kg EBSAC
D Grupo 100 mg/kg EBSAC

Eutanasia e retirada dos 6rgéos
E alvos

Figura 6: Protocolo experimental para avaliagdo do potencial toxico do EBSAC em
camundongos.

3.5 Eutanésia

Vinte e quatro horas apds a Ultima exposicdo ao extrato, todos os animais
foram eutanasiados por deslocamento cervical e seus 6rgaos alvo para este estudo

foram extirpados.
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3.6 Tratamento dos tecidos para coloragcdo em hematoxilina-eosina

3.6.1 Retirada dos é6rgaos alvo e fixacao

A medida que os animais eram eutanasiados, os 6rgdos de interesse foram
rapidamente extirpados. Os encéfalos tiveram seccionados os hemisférios direito e
esquerdo e foram imersos em solucdo de etanol 70% (v/v) por duas semanas, assim
como os rins e figados, para a fixacdo e posterior tratamento, sendo mantidos ao

abrigo da luz e calor.

3.6.2 Desidratacéo, diafanizacéo, impregnacéao e inclusao em parafina

Apos a fixagdo os encéfalos, rins e figados foram levados para bateria de
desidratacdo passando por etanol 70% (v/v) por 10 min., 90% (v/v) por 20 min., e
100% (v/v) por uma hora, xilol-1 e Il por 20 min., seguindo entdo para a impregnacao
em parafina-I, Il e 11l por 20 min cada (ndo havendo diferenca na preparacao das trés
parafinas, da mesma forma que o xilol — | e Il), e por fim a inclusdo em parafina

nova. Obtendo ao final, blocos de parafina para corte em micrétomo.

3.7 Corte e preparo das laminas

Os encéfalos, rins e figados foram cortados em 6 pm de espessura em um
total de 4 laminas com 3 cortes por tecido por animal. Os cortes entdo foram
colocados em laminas histoldgica de vidro, os quais foram armazenados em estufa a
40°C para fixacdo do tecido na lamina, para posterior coloracdo seguindo a bateria
de coloracao: xilol-1 e II: 5 min.; etanol 100% (v/v) e 90% (v/v): 5 min. e etanol
70% (v/v): 2min., banho rapido em agua, hematoxilina: 5 min., banho rapido em
agua, eosina: 30 seg., banho rdpido em agua, seguindo assim a ordem inversa para
as solucdes de etanol e xilol. Apés a coloracéo fixou-se laminula com enthelan sobre

o tecido.
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3.8 Andlise das laminas

Feito através de microscépio de luz Leica DMI 4000B acoplado a uma camera
e computador para a captura das imagens e microscopio de luz Leica DM 2000
acoplado a uma camera Canon™,  modelo: PowerShot S80.

A andlise morfométrica foi realizada utilizando os softwares ImageJ 1.40 e
Leica Aplication Suite seguindo os parametros de andlise descritos a seguir para

cara 0Orgao e regido.
3.8.1 Cortex

FreqUéncia célula/area por lobo (frontal, parietal, occipital). Fotos com
aumento de 400X (camera Canon™, modelo: PowerShot S80). Area total de
38000 pm? (Fig. 7).

Figura 7: Exemplo de fotomicrografia para contagem de células por area no cortex de
animal do grupo solvente em aumento de 400X.



38

3.8.2 Mesencéfalo

Frequéncia célula/drea. Fotos com aumento de 400X (Canon™, modelo:
PowerShot S80). Area total de 38000 um? (Fig. 8)

Figura 8: Exemplo de fotomicrografia para contagem de células por area no mesencéfalo de
animal do grupo solvente em aumento de 400X.
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3.8.3 Cerebelo

Frequéncia célula/area por camada molecular e de Purkinje. Fotos com

aumento de 200X (cAmera Canon™, modelo: PowerShot S80). Area= 152550 pm?
(Fig. 9).

Camada
Molecular

Camada das
células dePurkinje

Camada
Granular

Figura 9: Exemplo de fotomicrografia para contagem de células nas camadas molecular e
de células de Purkinje no cerebelo de animal do grupo solvente em aumento de 200X.
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3.8.4 Bulbo olfatério

Frequéncia célula/drea. Fotos com aumento de 400X (Canon™, modelo:
PowerShot S80). Area total de 38000 um? (Fig. 10).

Figura 10: Exemplo de fotomicrografia para contagem de células por area no bulbo olfatério
de animal do grupo solvente em aumento de 400X.
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3.8.5 Figado

Frequéncia célula/area. Fotos com aumento de 1008X. Area total de
19000 pm? (Fig.11).

Figura 11: Exemplo de fotomicrografia para contagem de células por area no figado de
animal do grupo solvente em aumento de 1008X.
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3.8.6 Rim

Diametro interno (entre os limites do tufo glomerular), didmetro externo
(cipsula de Bowman) e perimetro da cédpsula de Bowman, calculando através da

equacao:

A =Trab

[{pee )

onde “1” é a constante de Arquimedes, “a” é o raio maior e “b” é o raio menor. Fotos
com aumento de 640X. Area total de 47200 um? (Fig. 12 e Fig. 13).

A © BA -

Y

\ .,\w. !:‘
| ‘o g .-\‘,' e

Figura 12: Exemplo de fotomicrografia para medida do didmetro interno e externo do tufo
glomerular e capsula de Bowman do rim de animal do grupo solvente em aumento de 640X.
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Figura 13: Exemplo de fotomicrografia para medida do perimetro da capsula de Bowman do
rim de animal do grupo solvente em aumento de 640X.

3.9 Andlise estatistica

Os resultados foram analisados mediante ANOVA para verificar a
homogeneidade entre 0s grupos e o teste de Tukey determinou a rejeicdo desta

hipétese
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4 RESULTADOS

4.1 Peso dos animais, consumo de agua, racao e producao de excreta

Os resultados referentes ao peso dos animais submetidos a exposicéo oral a
diferentes doses do EBSAC (12,5-100 mg/kg), nos quatro dias de investigacao,
estdo apresentados na Tabela 1. Conforme é possivel verificar, embora tenha se
observado uma tendéncia de modificacdo do peso corpéreo, 0s animais ndo tiveram
alteracdo estatistica evidente (Teste ANOVA e posterior teste de Tukey) quando

comparados aos grupos controle.

Tabela 1: Média do peso (g) £ D.P. dos animais (n=5) por grupo experimental por dia do
tratamento (grupo controle: sem tratamento; solvente: tratado com solventes do EBSAC;
12,5 mg/kg EBSAC; 25mg/kg EBSAC; 50 mg/kg EBSAC; 100 mg/kg EBSAC).

Peso (g) = D.P. por dia de tratamento (1% 4° dia)

Grupos 1° 2° 3° 40
Controle 35,38 + 2,58 35,60 + 2,98 36,11 + 3,13 36,7 £ 3,65
Solvente 37,62 + 3,08 38,33+ 3,04 38,44 + 3,53 37,88 £ 2,22

12,5 mg/kg 31,08 £5,27 29,65 + 4,21 30,32 £ 4,12 30,52 £4,10

25mg/kg 34,36 + 7,70 33,34 +7,16 36,83 + 3,42 36,00 + 1,87

50 mg/kg 33,06 + 1,59 33,01 +2,68 33,20 £ 2,52 33,10 £ 3,17
100 mg/kg 30,16 + 6,43 28,84 + 6,57 32,71 + 3,06 31,86 + 3,05

Por outro lado, através da andlise diaria da variacdo do consumo de alimento,
agua e producdo de excreta, quando relacionados 0S grupos expostos e 0S grupos
controles, foram observadas diferencas estatisticas significantes (P<0,001, Teste
ANOVA e posterior teste de Tukey) (Tabelas 2, 3, 4), demonstrando uma diminui¢ao

destes parametros para 0s grupos que receberam o EBSAC.
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Tabela 2: Consumo de alimento (g) por grupo experimental (n=5) por dia do tratamento
(grupo controle: sem tratamento; solvente: tratado com solventes do EBSAC; grupo 12,5

mg/kg EBSAC; 25mg/kg EBSAC; 50 mg/kg EBSAC; 100 mg/kg EBSAC).

Consumo de alimento (g) por dia de tratamento(1°- 4° dia)

Grupos 1° 2° 3° 40
Controle 26,65 32,46 27,97 29,72
Solvente 32,72 32,74 29,1 33,8
12,5 mg/kg 12,48* 21,94* 20* 16,1*
25mg/kg 13,42* 23,83* 15,5* 16,1*
50 mg/kg 8,92* 7,53* 9,4* 10,1*
100 mg/kg 10,46* 16,52* 13,95* 9,6*

* P<0,001 em relag&o aos grupos controles, Teste ANOVA e posterior teste de Tukey

Tabela 3: Consumo de agua (g) por grupo experimental (n=5) por dia do tratamento (grupo
controle: sem tratamento; solvente: tratado com solventes do EBSAC; grupo 12,5 mg/kg

EBSAC; 25mg/kg EBSAC; 50 mg/kg EBSAC; 100 mg/kg EBSAC).

Consumo de agua (mL) por dia de tratamento(1°- 4° dia)

Grupos 1° 2° 3° 40
Controle 40 44 40 48
Solvente 44 40 36 44
12,5 mg/kg 20* 32* 28* 26*
25mg/kg 18* 32* 20* 28*
50 mg/kg 20* 16* 14* 16*
100 mg/kg 18* 32* 22* 18*

* P<0,001, em relagdo aos grupos controles, Teste ANOVA e posterior teste de Tukey
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Tabela 4: Quantidade de excreta (g) por grupo experimental (n=5) por dia do tratamento
(grupo controle: sem tratamento; solvente: tratado com solventes do EBSAC; grupo 12,5
mg/kg EBSAC; 25mg/kg EBSAC; 50 mg/kg EBSAC; 100 mg/kg EBSAC).

Excretas (g) por dia de tratamento (1°- 4° dia)

Grupos 1° 2° 3° 40
Controle 30,81 22,79 19,4 22,8
Solvente 27,1 18,49 18,01 17,7
12,5 mg/kg 14,52+ 13,65* 13,13* 9,34*
25mg/kg 13,8+ 17,64* 1,96* 13,7*
50 mg/kg 9,56* 2,38* 4,06* 3,2*
100 mg/kg 7,96* 13,18* 10,16* 2,8*

* P<0,001, em relacéo aos grupos controles, Teste ANOVA e posterior teste de Tukey

4.2 Analise do cortex cerebral, mesencéfalo, cerebelo e bulbo olfatério corados

pelo método de H.E.

Os resultados referentes as possiveis alteracdes no coértex dos animais
submetidos a exposicdo com diferentes doses do EBSAC (12,5-100 mg/kg), nos
guatro dias de investigacdo, estdo apresentados nas Figuras 14, 15 e 16. Para o
cortex cerebral foram estudados os cértices dos lobos, frontal, parietal e occipital. A
analise morfométrica dos cortices mostrou que, quando comparamos 0S grupos
expostos ao extrato com 0s grupos controles (ndo-expostos), para os trés lobos, o
numero de células encontradas em uma mesma area foi igual, ndo sendo detectada
diferenca estatistica entre os grupos. Além disso, na analise morfoldgica, ndo se

observou qualquer tipo de alteracdo no formato das células.
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Figura 14: Frequéncia de células por area (38000 pm?) do lobo frontal (A) de animais (n=5)
expostos subcronicamento ao EBSAC. As colunas sdo a média + D.P. de 20 laminas (grupo
controle: sem tratamento; solvente: tratado com solventes do EBSAC; grupo 12,5 mg/kg
EBSAC; 25mg/kg EBSAC; 50 mg/kg EBSAC; 100 mg/kg EBSAC). As figuras B e C ilustram
0 cOrtex de animal controle e de animal exposto a maior dose usada no estudo (100mg/kg),
respectivamente.
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Figura 15: Freqliéncia de células por area (38000 um?) do lobo parietal (A) de animais (n=5)
expostos subcronicamento ao EBSAC. As colunas sdo a média + D.P. de 20 laminas (grupo
controle: sem tratamento; solvente: tratado com solventes do EBSAC; grupo 12,5 mg/kg
EBSAC; 25mg/kg EBSAC; 50 mg/kg EBSAC; 100 mg/kg EBSAC). As figuras B e C ilustram
0 cOrtex de animal controle e de animal exposto a maior dose usada no estudo (100mg/kg),
respectivamente.
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Figura 16: Frequéncia de células por area (38000 umz) do lobo occipital (A) de animais
(n=5) expostos subcronicamento ao EBSAC. As colunas sédo a média + D.P. de 20 laminas
(grupo controle: sem tratamento; solvente: tratado com solventes do EBSAC; grupo 12,5
mg/kg EBSAC; 25mg/kg EBSAC; 50 mg/kg EBSAC; 100 mg/kg EBSAC). As figuras B e C
ilustram o cértex de animal controle e de animal exposto a maior dose usada no estudo
(100mg/kg), respectivamente.

Ja no cerebelo (Figura 17), investigamos o numero de células presentes em
duas camadas, a camada molecular e das células de Purkinje. N&o foram
observadas alteracdes no numero de células entre os grupos expostos com o

EBSAC e os grupos controles.



51

140 -~ A
120 A _ -
100 - O Controle
g o0 # Solvente
% [ 12,5mg/kg
©
oo 60 - B8 25 mgl/kg
pd B 50 mg/kg
40 A O 100 mg/kg
20 -
0 )
18 - B
16 1 ]
14 A
3 Controle
g 12 1 @ Solvente
ES 10 A E 12,5mg/kg
%)
g 8 O 25 mg/kg
P4 6 ® 50 mg/kg
0 100 mg/kg
4 -
2 -
0 )
4 - $ - v S
< - ~
o C g 4 D
; » -
¥ o o
y - o~ = - »
g & N X - - o
RPNV o . i ,i. v — <
Pod apw 2o @0 o 45 S A S e aa g B Py
IBs 5% 3 Vs Op 8 W S ; S o 7; b |
EP BB gtV . b X R RN Y% oI a4
P —ma Y '.,0‘; » N e o 4 3 » . .--2 .‘f‘"o Q‘-q; ..* »" r
s ”(Z»v v AR X 7 P, B ey T ‘.’;"‘ ﬂ"*‘ AT e . N »
Zo SNBSS ES L 9 5 ‘O T et A A TAH AN e (oA LA
OGS A RN N BRIATS & o RN RTINSV LN TR 2N

Figura 17: Freqiiéncia de células por area (152550 um?®) da camada molecular (A) e
camada das células de Purkinje (B) de animais (n=5) expostos subcronicamento ao EBSAC.
As colunas sdo a média = D.P. de 20 laminas (grupo controle: sem tratamento; solvente:
tratado com solventes do EBSAC; grupo 12,5 mg/kg EBSAC; 25mg/kg EBSAC; 50 mg/kg
EBSAC; 100 mg/kg EBSAC). As figuras C e D ilustram o cerebelo de animal controle e de
animal exposto a maior dose usada no estudo (100mg/kg), respectivamente.
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Quanto ao mesencéfalo e bulbo olfatério, da mesma forma que nas analises
anteriores, verificamos numero de células por area, quando comparado 0S grupos
expostos com os grupos controles (Fig. 18 e Fig. 19). Na analise morfoldgica, ndo se

observou alteracdes no formato das células.
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Figura 18: Freqiiéncia de células por area (38000 pm? do mesencéfalo de animais (n=5)
expostos subcronicamento ao EBSAC. As colunas sdo a média + D.P. de 20 laminas (grupo
controle: sem tratamento; solvente: tratado com solventes do EBSAC; grupo 12,5 mg/kg
EBSAC; 25mg/kg EBSAC; 50 mg/kg EBSAC; 100 mg/kg EBSAC). As figuras B e C ilustram
0 mesencéfalo de animal controle e de animal exposto a maior dose usada no estudo
(100mg/kg), respectivamente.
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Figura 19: Freqliéncia de células por area (38000 pm?) do bulbo olfatério de animais (n=5)
expostos subcronicamento ao EBSAC. As colunas sdo a média + D.P. de 20 laminas (grupo
controle: sem tratamento; solvente: tratado com solventes do EBSAC; grupo 12,5 mg/kg
EBSAC; 25mg/kg EBSAC; 50 mg/kg EBSAC; 100 mg/kg EBSAC). As figuras B e C ilustram
0 bulbo olfatério de animal controle e de animal exposto a maior dose usada no estudo
(100mg/kg), respectivamente.

4.3 Andlise do figado corado pelo método de H.E.

No figado foi quantificado o numero de hepatécitos por area dos diferentes
grupos experimentais. Quando comparados 0s grupos expostos ao EBSAC e os
grupos controles, verificamos uma diminuigcdo no numero de células para 0s grupos
tratados com o0 EBSAC indicando uma acéo dose-dependente (Fig. 20). A contagem
mostrou diferenca estatistica significativas utilizando ANOVA e posterior teste de

Tukey para p<0,001. Foi verificado ainda diferenca estatistica entre o grupo 12,5
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mg/kg de EBSAC e os grupos 25, 50 e 100 mg/kg de EBSAC, ndao havendo esta
diferenca entre estes Ultimos grupos quando comparados entre si. Além desta
diferenca em relacdo a numero de células, podemos observar ainda uma nitida
alteracdo no tamanho das células, tanto citoplasma quanto nucleo, do figado

exposto quando comparado com os grupos controles (Fig. 21).
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Figura 20: Freqiiéncia de células por area (19000 um?) do figado de animais (n=5) expostos
subcronicamento ao EBSAC. As colunas sdo a média + D.P. de 20 laminas (grupo controle:
sem tratamento; solvente: tratado com solventes do EBSAC; grupo 12,5 mg/kg EBSAC;
25mg/kg EBSAC; 50 mg/kg EBSAC; 100 mg/kg EBSAC). As figuras B e C ilustram o figado
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de animal controle e de animal exposto a maior dose usada no estudo (100mg/kg),
respectivamente.

* P<0,001 comparado aos grupos controles

+ P<0,001comparado 12,5mg/kg
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Figura 21: Diferenca morfolégica do nucleo e citoplasma celular de hepatdcitos dos grupos
controle (A) e exposto a maior dose usada no estudo (100mg/kg)(B), respectivamente.
Aumento de 1000X.

4.4 Andlise do rim corado pelo método de H.E.

Para os rins verificamos o diametro interno: tufo glomerular, e o didametro externo:
capsula de Bowman, além do perimetro desta capsula. Nao foram encontrados
nenhuma alteracdo quanto a estes parametros quando comparados 0S grupos
tratados com os grupos controles, bem como ndo se observou alteracdes na

morfologia destas estruturas (Tabela 5, Fig.22).

Tabela 5: Analise das laminas dos rins, didmetro interno, entre os limites do tufo glomerular
e diametro externo, entre os limites da cdpsula de Bowman (um). Cada valor corresponde a
média = D.P. de 20 laminas (grupo controle: sem tratamento; solvente: tratado com
solventes do EBSAC; 12,5 mg/kg EBSAC; 25mg/kg EBSAC; 50 mg/kg EBSAC; 100 mg/kg
EBSAC).

Grupos
Diametro
(Hm) Controle Solvente 12,5mg/kg 25mg/kg 50 mg/kg 100 mg/kg
80,18 81,42 81,7 73,34 76,3 76,1
Menor 17,54 +15,38 +13,1 112,24 112,44 15,3
87,61 88,51 91,72 89,64 88,51 90,6

Maior 8,71 +17,64 +12,75 +10,55 +12,37 +20,5
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Figura 22: Diametro maior (um) — capsula de Bownan (A), diametro menor (um) — tufo
glomerular (B) e perimetro da cépsula de Bowman (um® (C) do rim de animais (n=5)
expostos subcronicamento ao EBSAC. As colunas sdao a média de 20 laminas por grupo *
D.P. (grupo controle: sem tratamento; solvente: tratado com solventes do EBSAC; grupo
12,5 mg/kg EBSAC; 25mg/kg EBSAC; 50 mg/kg EBSAC; 100 mg/kg EBSAC). As figuras D e
E ilustram didmetro maior (um) e menor (um) de animal controle e de animal exposto a
maior dose usada no estudo (100mg/kg), respectivamente. As figuras F e G ilustram
perimetro da capsula de Bowman de animal controle e de animal exposto a maior dose
usada no estudo (100mg/kg), respectivamente.
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5 DISCUSSAO

Objetivamos neste trabalho verificar putativos efeitos toxicos da exposicédo
subcrbénica de camundongos Swiss frente ao extrato etandlico das sementes da
A. coriacea Mart em doses diarias de 12,5; 25; 50 e 100 mg/kg de peso corpéreo
durante quatro dias. As investigacbes dos possiveis efeitos tdxicos sobre o
encéfalo, figado e rim foram realizadas por meio de técnicas histoldgicas aliado a
analises morfométricas, bem como a andlise de seu comportamento durante o
periodo de administracdo do EBSAC.

O araticum é um fruto consumido pela populacédo tanto como alimento como
para fins medicinais, tendo assim grande importancia assegurarmos esta utilizacao.

Baseado em citacdes que comprovam a atividade de substancias presentes
em plantas da familia das anonaceas sobre o sistema neural central em varias
regides como hipocampo, tadlamo, nucleos poéstero-lateral, médio-dorsal, ventro-
postero-lateral e ventro-postero-medial, aléem de uma alteragdo no formato das
células de Purkinje do cerebelo e neurbnios dopaminérgicos no mesencéfalo
(CHAMPY et al., 2004; LANNUZEL et al., 2003), estudamos o efeito de diferentes
doses do EBSAC sobre diferentes regides do coértex e encéfalo de camundongos
submetidos a quatro dias de exposicao.

Os resultados observados para o coértex cerebral em trés diferentes lobos,
lobo frontal, occipital e parietal, aléem de regides especificas; mesencéfalo, bulbo
olfatério e cerebelo ndo demonstraram nenhuma alteracdo significativa quanto ao
namero de células por area e quanto a morfologia das células. E sabido que o tecido
neural, e suas células, principalmente os neurbnios, sdo bastante sensiveis a
alteracoes bioquimicas decorrentes de intoxicagdes, com uma posterior alteracdo do
aspecto morfologico (AVERSI-FERREIRA et al., 2006).

Champy e colaboradores (2004) investigaram a exposicdo oral a
acetogeninas, por 28 dias, em camundongos. Os autores relatam uma diminuicdo de
44% de geracdo de ATP para o coértex frontal de camundongos tratados com
acetogeninas, substancia majoritaria presente nesta familia, extraida da
A. muricata L., porém sem evidencias de alteragdo morfoldgica para esta regiéo.

Uma regido em particular, o bulbo olfatério, teve grande importancia para

verificarmos possiveis atividades sobre o encéfalo. E sabido que as células desta



60

regido estdo em constante renovagdo, nos dando entdo uma oportunidade de
discussdo dos efeitos do EBSAC sobre células pés-mitdticas. Embora Coelho e
colaboradores (2003) tenham detectado a presenca de lecitinas, substancias com
grande potencial de induzir mitoses, nas sementes de A. coreacea Mart., ndo foi
detectado evidéncias de efeitos mitdticos sobre células em diferenciacdo nesta
regido, ndo sendo assim detectado efeitos toxicos para a regido do bulbo olfatério.

O mesencéfalo apresenta grande quantidade de neurdnios dopaminérgicos.
Como citado anteriormente, diversos trabalhos na literatura apontam para uma
possivel atividade neurodegenerativa das acetogeninas, isoladas de uma planta da
familia Annonaceae, sobre uma populacdo em uma ilha do Caribe. Esta populacéo
foi relatada por apresentar uma sindrome parkisoniana relacionada a deplecao de
neurdnios dopaminérgicos e alteracbes morfologicas do encéfalo (CHAMPY et al.,
2004; LANNUZEL et al., 2003)

Ja& no nosso estudo, nenhum tipo de alteracdo em numero ou formato celular
foi detectado apos a exposicao subcrénica de camundongos ao extrato etandlico das
sementes desta planta. Ademais, durante a observacao destes animais por meio de
avaliacdo etoldgica, nenhuma modificacdo comportamental foi detectada (dados nao
apresentados) o que pode sugerir que realmente nao obtivemos atividade sobre o
SNC.

Tais resultados podem ser explicados pela auséncia ou baixa concentracéo
dos ativos da planta no extrato, e consequentemente em locais alvo como o
encéfalo, ndo desencadeando assim, efeito deletério detectavel pelas técnicas
analiticas realizadas neste estudo. Outra hipétese é a de que as concentracdes
alcancadas nao foram suficientes para efetivar danos visiveis ao nivel morfolégico,
nao descartando a possibilidade de danos funcionais. Vale ainda, lembrar os
possiveis aspectos referentes a metabolizacdo in vivo das acetogeninas presentes
no extrato. Um outro aspecto relevante acerca de efeitos toxicos sobre o sistema
neural é a barreira hematoencefalica. Devemos ainda considerar que as
acetogeninas apresentam uma grande cadeia alifatica. Por outro lado, tais
substancias podem ser metabolizadas no figado, produzindo metabolitos mais
reativos localmente, ao ponto de gerar efeito toxico sobre este 6rgao diminuindo
assim sua concentragao ativa circulante, impossibilitando desta forma o aumento de
concentracdo em outros 0rgaos susceptiveis a intoxicagdo dose-dependente. Neste

sentido, estudos fitoquimicos do extrato etandlico das sementes da A. coriacea Mart.
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serao necessarios para verificarmos a presenca ou ndo de acetogeninas, bem como
a quantificacdo, ou ainda pesquisar outras substancias bioativas, como as citadas
para sua familia. Ademais, se torna importante a investigacdo acerca dos
metabdlitos das acetogeninas.

Outro aspecto de grande relevancia € a forma de exposi¢do. Diante dos
dados obtidos, faz-se necessario investigar em estudos futuros a exposi¢cao cronica
ao EBSAC. Ainda seria pertinente investigar a atividade funcional das células dos
respectivos 6rgaos estudados.

Uma vez que o figado é um dos primeiros locais de acesso de uma
substancia em nosso organismo devido a sua grande perfusdo sanguinea, os efeitos
putativos do EBSAC sobre o figado, 6rgao fundamental para a metabolizacdo de
substancias, foi também investigado.

Quando se investigou o potencial hepatotoxico da exposicao oral, por 4 dias
ao EBSAC, observou-se que, diferente dos dados encontrados na investigacdo da
possivel neurotoxicidade, a contagem dos hepatdcitos por area no figado dos
animais mostrou diferencas entre os grupos expostos e controle. Foi verificada uma
diminuicdo do numero de células hepaticas dos grupos experimentais expostos a
12,5, 25, 50 e 100mg/kg do extrato, quando comparados com 0S grupos controles.
Além disso, observou-se ainda, diferenca entre as doses, mostrando o efeito ser
dose-dependente. Outro dado importante observado, foi a alteracdo morfologica
entre 0s grupos controles e 0s grupos expostos, foi-se observado uma diferenca no
tamanho do ndcleo e no citoplasma dos hepatdcitos. Este resultado pode esclarecer
a possibilidade de uma maior metabolizacdo do EBSAC pelos hepatdcitos, que
consequentemente sofreram hipertrofia.

Um dado importante a respeito deste 6rgdo esta em observarmos uma
diminuicdo no numero de células hepaticas uma vez que este é um 6rgdo com
grande capacidade de regeneracdo pela alta atividade mitética de suas células. O
gue nos leva a pensar em uma acao genotoxica sobre estas células, o que poderia
levar a danos de replicacdo celular, uma vez que esta atividade ja foi comprovada
para este mesmo extrato quando administrado a camundongos. Fagundes e
colaboradores (2005) verificaram um aumento na freqliéncia de eritrocitos
micronucleados na medula 6ssea de camundongos expostos, por via oral, a uma

Unica dose (50-400mg/kg) do extrato, de forma dose-dependente.



62

ApOGs percorrer 0 organismo, as substancias e drogas, principalmente as
sollveis em agua, sofrem sua eliminagcdo através dos rins. Para este érgdo, ndo
foram encontrados, pelos parametros utilizados, alteracbes morfolégicas nas células
renais quando comparamos 0s grupos experimentais. Este dado pode indicar que a
droga é metabolizada pelo figado e inativada neste érgao uma vez que seu possivel
local de excrecdo ndo sofreu efeito visivel neste experimento. Aliado a néo
visualizacdo do efeito sobre o cértex, possivelmente temos uma droga ativa, com
potencial genotéxico, como demonstrado no trabalho de Fagundes e
colaboradores (2005), podendo sofrer metabolizacdo hepética o que possivelmente
diminui sua concentragéo circulante em niveis ndo nocivos para encéfalo e rins.

Outra hipotese estaria nas substancias ativas no EBSAC serem altamente
ligadas a proteinas plasmaticas, pouco soluveis em agua, dificultando assim sua
excregao pelos rins, ndo gerando assim efeitos observados através dos parametros
adotados por este estudo.

Com a observacédo diaria e a coleta de dados de peso corporeo, peso de
excreta, peso de alimento consumido e volume de agua ingerida, conseguimos
investigar outros parametros, que ndo os citados acima.

Embora tenha se observado uma tendéncia para reducdo do peso dos
animais expostos ao EBSAC, nao foram verificado alteracdes estatisticamente
significativas para o peso corpéreo dos animais quando comparados entre 0s
grupos. Por outro lado, quando comparamos 0s demais parametros; peso de
alimento consumido, volume de agua ingerida e peso de excreta, em todos estes
foram observados diminuicdo frente a exposicdo ao EBSAC. Houve diminuicdo do
consumo de alimento, da ingestédo de 4gua e da producéo de excreta.

Estes dados, em conjunto com a avaliacdo hepatica realizada neste estudo,
sugerem um quadro de intoxicacdo hepdética, sendo observado nos animais
expostos a maior dose, isto pode estar associado a uma desordem metabdlica
causada pela diminuicdo da atividade hepatica, possivelmente oriunda da reducéo
do numero de hepatécitos. Como consequéncia da diminuicdo da ingestdo de
alimento e agua, verficou-se uma diminui¢cdo também da producao de excreta.

JA para constancia do peso corporeo dos animais, podemos explica-lo
baseando nosso raciocinio no periodo de exposicao. Este periodo pode néo ter sido
suficiente para gerar uma diminuicdo significativa no peso corporeo dos animais uma

vez que estes estavam cada vez mais diminuindo a ingesta de racgéao.
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Varias plantas ou fitoconstituintes de uso medicinal apresentam
hepatoxicidade (OLIVEIRA e GONCALVES, 2006; STOPER et al.,, 2005). Esta
hepatotoxicidade, em geral esta associada a perda de peso e diminuicdo da
alimentagéao.

Consumo de plantas que contenham fitoconstituintes hepatotdxicos
representam um risco para a saude humana, e agéncias reguladoras como a
americana FDA, a britanica British Medicines Healthcare Products Regulatory
Agency, ja divulgaram diversos alertas para que a populacdo fique atenta ao
consumo destas plantas.

Alcaloides pirrolizidinicos, presente no confrei (Symphytum officinale L.) e
mentrasto (Ageratum conyzoides L.), constituem o grupo de produtos naturais com
maior potencial hepatotoxico, sendo encontrados, além das plantas citadas acima,
também em uma ampla variedade de espécies vegetais, mais de 6.000, de
diferentes familias no mundo inteiro incluindo ervas medicinais e chas (ROEDER,
1995, 2000).

Ji e colaboradores (2008), investigaram os mecanismos de hepatotoxicidade
de alcaloides pirrolizidinicos como a clivorine, uma substancia isolada da Ligularia
hodgsonii Hook, onde verificaram que esta substancia diminui a viabilidade celular e
consequentemente 0 namero, por mecanismos apoptoticos. Estes autores
demonstraram que estes alcaldéides induzem hepatdcitos a apoptose em
camundongos, e cultura de hepatécitos humanos e da linhagem L-02. O mecanismo
encontrado foi a ativacdo de uma protease mitocondrial envolvida no processo inicial
da apoptoses, a caspase 3 e, consequentemente a caspase efetora caspase 9. Além
disto, inibe o fator anti-apoptético Bcl-xL em um periodo de 8 as 48h. Desta forma,
0s autores, demonstraram um dos mecanismos de inducdo de hepatotoxicidade por
alcal6ides pirrizolidinicos, uma vez que este mesmo mecanismo indutor foi
demonstrado para outras substancias desta familia como a senecionine, isoline e a
monocrotaline (JI, 2008). Conforme mostrado em nosso estudo o EBSAC produz
modificacdes morfologicas sugestiva de apoptose celular.

Embora os resultados deste trabalho n&o permitam elucidar o real mecanismo
de hepatotoxicidade da A. coriacea Mart., ficou evidente que esta planta tem
potencial hepatotoxico. Além disto, maiores estudos sdo necessarios para avaliar

alteracbes nas atividades funcionais de rins e encéfalo. Também sdo necessarios
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maiores estudos para o esclarecimento do perfil toxicolégico desta espécie e a forma

segura de exposi¢ao/consumo.
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6 CONCLUSAO

Nas condicdes experimentais adotadas neste estudo, considerando as
técnicas adotadas para a analise morfologica podemos concluir que:

e NAao observamos alteracbes nos lobos frontal, parietal e occipital,
mesencéfalo, bulbo olfatdrio e cerebelo, tanto no nimero, quanto na forma;

e Nao foram verificadas atividades nefrotoxicas considerando morfometria dos
didmetros interno e externo da capsula de Bowman e tufo glomerular, e
perimetro da capsula.

e Por outro lado, observamos uma possivel atividade hepatotoxica com a
diminuicdo da frequéncia de células por area do figado, correlacionado com

reducdes de consumo de racdo/agua e producdo de excretas pelos animais.
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7 PERSPECTIVAS

A realizagcéo deste estudo permitiu responder questdes acerca da toxicidade
desta planta, porém muitas outras surgiram a partir dos dados obtidos neste
trabalho, dentre elas:

e O estudo fitoquimico desta espécie para verificar a presenca das
acetogeninas, e quantifica-las em diferentes partes desta planta.

e Utilizar extrato bruto de diferentes partes da planta.

e Quanto a forma de exposicdo, expor 0os animais a um periodo de tempo
superior a quatro dias.

e Utilizagdo de outras ferramentas analiticas, a exemplo métodos bioquimicos,

para elucidar o potencial toxico desta espécie.
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