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RESUMO

As plantas medicinais foram usadas de varias maneiras como meio de curar doengas.
Durante toda a histéria, ha crenca que remédios a base de plantas demonstram mais
seguranga, uma vez que se trata de um composto natural. Entretanto, alguns
compostos presentes nas plantas sdo ou possuem caracteristicas toxicas. A seriguela
(Spondias purpurea L.) € uma planta nativa do Brasil, utilizada medicinalmente e com
grande potencial para fins terapéuticos. O objetivo foi analisar a toxicidade aguda da
goma extraida., de acordo com Acute Toxic Class. Method (OECD). O protocolo foi
realizado de acordo com as diretrizes da OECD 423/2001. Os animais receberam uma
dose unica de 2000 mg/kg. Foi realizada a avaliagdo da triagem Hipocratica, os
animais foram avaliados aos 10mim, 30 min, 1h, 2h, 4h, 6h e 24h ap6s a dosagem.
Avaliando-os uma vez ao dia até o dia 14 apds o tratamento. No 15° dia apds o
tratamento, os animais foram eutanasiados, em seguida foram analisados os
parametros bioquimicos e hematologicos, o peso relativo dos 6érgéos e analise
histopatologica. Os resultados foram expressos como média + EPM. As analises
realizadas ao longo do periodo de teste de toxicidade demonstraram que a dose de
2.000 mg/kg administrada ao grupo avaliado goma da seriguela (GS) nao resultou em
morte do animal ou efeitos colaterais toxicos. O valor determinado para a DL50 apds

administracao oral de GS foi estimado em mais de 2000 mg/kg.

Palavras-chave: Toxicidade aguda ; Spondias purpurea L.; gomas.



ABSTRACT

Medicinal plants were used in various ways as a means of curing diseases. Throughout
history, the belief that herbal remedies are safer since they are a natural compound.
Howe ver, some compounds present in plants are or have toxic characteristics.
Seriguela (Spondias purpurea L.) is a fruit native to Brazil, used medicinally and with
great potential for therapeutic purposes. The objective was to analyze the acute toxicity
of the gum, according to the Acute Toxic Class Method (OECD). The protocol was
performed according to OECD 423/2001 guidelines. Animals received a single dose of
2000 mg/kg. The Evolution of Hippocratic screening was performed, the animals
Where evaluated at 10 mim, 30 min, 1h, 2h, 4h, 6h, 12h and 24h after dosing.
Evaluating them once daily until day 14 after treatment. On the 15th day after
treatment, the animals were euthanized, then the biochemical and hematological
parameters, the relative weight of the organs and histopathological analysis were
analyzed. Results were expressed as mean + standard deviation. Analyzes performed
throughout the toxicity test period demonstrated that the 2,000 mg/kg dose
administered to the seriguela gum (GS) group did not result in animal death or toxic
side effects. The value determined for the DL50 after oral administration of GS was

estimated to be more than 2000 mg/kg.

Keywords: Acute toxicity; Spondias purpurea L.; gums
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1. INTRODUGCAO

O Brasil € o pais da América do Sul com maior destaque em relagdo a sua
biodiversidade. As diferentes zonas climaticas presentes no pais colaboram para o
surgimento de diversos biomas terrestres, dentre eles, a floresta amazobnica, o
pantanal, a caatinga e a mata atlantica (BRASIL, 2022). As plantas advindas desses
biomas fornecem importante material para a produgcdo de analgésicos, de
tranquilizantes, de diuréticos, de laxativos, de antibioticos, dentre outros
produtos/substancias (SOUZA, 2006).

Nas regides tropicais e subtropicais do mundo, estendendo-se até as regides
temperadas, encontram-se arvores da familia Anacardiaceae, que abrangem cerca de
81 géneros e 800 espécies de plantas (PELL et al., 2011). Dentro dessa familia
Anacardiaceae, encontramos uma espécie denominada de Spondias purpuurea L,
popularmente conhecida como “seriguela”, tendo sua origem no pais do México, a
partir de onde colonizou outras regides pelas Américas (MILLER; SCHAAL, 2005).

A frequente utilizacdo de plantas medicinais no cotidiano é de extrema
relevancia para boa parte da populagao, ja que s&o utilizadas como um recurso antigo
e bem aceito (RAMOS; DAMASCENO, 2018). De forma geral, a populagao acredita
que todo produto que seja natural € considerado seguro e livre de possiveis efeitos
colaterais (FERREIRA; PINTO, 2010). Todavia, essa crenga que permite o
entendimento da total seguranca e falta de efeitos colaterais dos fitoterapicos é
equivocada, levando em consideracao que existem centenas de compostos presentes
nas plantas, alguns dos quais sdo ou possuem tragos toxicos, como, por exemplo, 0s
digitalicos, os alcaloidespirrolizidinicos, a efedrina, os ésteres de forbol entre outros
(CALIXTO et al., 2000).

A goma da seriguela possui as mesmas propriedades bioquimicas de outras
gomas ou hidrocoloides naturais. Sdo bi polimeros com estruturas formadas por
polissacarideos, que se conectam por meio de ligagbes glicosidicas e possuem
elevado numero de radicais hidroxilas (-OH) em suas moléculas, conferindo as
mesmas, alta capacidade hidrossoluvel, facilitando sua diluicdo em solucdes polares.
(AHMAD et al., 2019).

Devido ao grande apelo cultural e o uso continuo de diversas plantas para variados
fins, & importante promover e analisar estudos toxicolégicos que visem a busca, a

caracterizacao e as evidéncias relacionadas ao seu uso. Nesse contexto, este estudo
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visa avaliar a toxicidade da goma da seriguela, no modelo de toxicidade exploratéria

aguda em camundongos.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 PRODUTOS NATURAIS

Produtos naturais podem ser definidos como substancias quimicas que tém
atividades biologicas oriundas de fontes naturais: plantas, toxinas e venenos de
animais, metabdlicos adquirido de bactérias, fungos, organismo marinho, entre outros,
que possuam finalidade medicamentosa ou sanitaria (MONTEIRO; BRANDELLI,
2017).

Usufruindo da biodiversidade brasileira a pesquisa de produtos naturais no pais
tem avancado de modo notavel e diversificado ao longo dos anos (BERLINCK et al.,
2017). No campo da pesquisa farmacéutica, eles disponibilizam elementos unicos em
diversidade molecular e em funcionabilidade biolégica, que sado fundamentais para a
descoberta de novos medicamentos. Além disso, sdo uma opg¢ao com boas
perspectivas ao mercado, devido a sua capacidade de reduzir os efeitos colaterais de
outros medicamentos e, em varios casos, apresentarem poucos efeitos adversos nos
organismos (LAHLOU et al., 2013).

Na literatura, encontram-se diversos estudos sobre os beneficios e finalidades
dos produtos naturais, como antidepressivos, antineoplasicos, antioxidantes, anti-
inflamatérios entre outros (GALDINO et al., 2007; BRANDAO et al, 2010;
FERNANDES, 2019; FERREIRA, 2018). Acredita-se, hoje, que entorno de 50% dos
medicamentos produzidos tém origem natural. (SOBEH et al 2018). Por isso, o
conhecimento popular € fundamental no direcionamento de novas descobertas de

plantas com propriedades farmacologicas. (DAMASCENO et al., 2020).

2.2 Spondias purpurea L.

A seriguela (Spondias purpurea L.) € uma espécie nativa brasileira, porém
também é encontrada nas regides tropicais das Ameéricas, pertencendo a familia
Anacardiaceae. No Brasil, a seriguela esta distribuida geograficamente nas regides
norte, nordeste e sudoeste (ARSHADI et al., 2015; SILVA-LUZ et al, 2022) (Figura 1).
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Figura 1:Distribuicdo da Spondias purpurea L. no Brasil

Fonte: Silva-Luz et al, 2022

As Anacardiaceae sdo da ordem Sapindales, a qual engloba cerca de 80
géneros e 600 espécies distribuidas, predominantemente, na regido Pantropical,
ainda que também haja representantes em regides temperadas da Europa, Asia e
América do Norte (LIMA, 2009). O género Spondias sp. possui, aproximadamente, 18
espécies, sendo dez dessas nativas do continente americano, distribuindo-se do
México ao sul do Brasil. As que sdo encontradas nesse ultimo sdo: S. mombin, S.
globosa e S. testudinis, S.admirabilis, S. expeditionaria, S. macrocarpa, S. mombin,
S.purpureal., S. tuberosa,S.venulosa. (MITCHELL et al., 2015).

O cultivo de seriguela no nordeste brasileiro tem um grande valor econémico,
pois é consumido na alimentagao, bem como utilizado de forma medicinal para tratar
dores estomacais, diarreias, colesterol alto e diabetes (MARISCO, PUNGARTNIK;
2015). Com grande valor nutricional, o fruto da seriguela tem fibras, vitaminas e

minerais, como ferro e zinco, ainda, por suas caracteristicas como odor, sabor e cor,
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€ uma fruta muito consumida em seu estado natural, na elaboracado de bebidas, de
sorvetes e de outros derivados (LIMA, 2009; ALBUQUERQUE et al., 2016).

A arvore seriguela tem folhas caduca com foliolos em numero impar. Sua altura
pode chegar até 15 m e apresenta casca com a coloragao acinzentada. Seu exsudato
€ muito espesso e transparente, enquanto suas flores sdo de cores avermelhadas. O
endocarpo tem cavidades que se alternam com léculos e seu fruto € conhecido como
drupa (JANICK PALL, 2008; SHAW; FORMAN, 1967). A cor do fruto da varia de
acordo com seu estagio de maturacédo, do verde ao amarelo, laranja, vermelho e
vermelho-escuro. De acordo com Martins e colaboradores (2003), a observacgéo da
mudanga de coloragdo na casca do fruto possibilita caracterizar seis estagios de

maturac&o do ciclo de desenvolvimento da seriguela (VARGAS et al., 2017).

2.3 GOMAS NATURAIS

Gomas podem ser definidas como polimeros que tem um alto peso molecular
e possuem cadeias longas, sao provenientes de exsudatos de plantas, de sementes,
de colageno animal, de algas marinhas ou de microrganismos (SOUZA, 2014). As
gomas de exsudatos sdo polissacarideos gerados pelas células epiteliais das plantas,
quando seu cortex sofre uma agressdo mecanica ou um ataque microbiano. A
producado do exsudato gomoso € uma forma de protecdo da planta frente a uma
agressédo (ANDRADE, 2013; FOOD INGREDIENTS, 2011). Os exsudatos de goma
vegetal tém como os seus principais componentes estruturais a galactose, arabinose,
ramnose, acidos irbnicos, acido galactordnico, proteinas, calcio e magnésio, e, em
menor proporgao, glicose, xilose, manose, proteina e gordura. As gomas a base de
plantas sdo utilizadas em diversas aplicagcbes como, por exemplo, em fibras, hidro
geis, filmes, bi adesivos, espessantes, estabilizantes, emulsificantes, além de auxiliar
a liberagéo de drogas (MIRHOSSEINI et al., 2012).

Com base na origem e estrutura quimica das gomas, pode-se classifica-las em
alguns grupos, dentre eles, as que sao derivadas de endosperma como € o caso da
goma de guar e a goma de alfarroba, as que derivam do exsudato de plantas, como a
goma transacgao, aquelas provenientes de exsudatos de arvores ou arbustos, sendo
ela a goma arabica e, também, as gomas que sao produzidas por meio de
fermentacdo microbiana, como € o caso da goma xantana e goma gelana (SAHA et
al., 2017).
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De acordo com sua capacidade em formar géis e por possuirem propriedades
estabilizadoras, as gomas naturais sao utilizadas por diversos setores da sociedade,
como o alimenticio, o cosmético e o farmacéutico (PARIJA; MISRA; MOHANTY,
2001). A mais antiga e conhecida € denominada de Goma acacia ou arabica e seu
uso é datado desde o Egito antigo. Seu principal componente € a arabina, uma
complexa mistura de sais de calcio, de magnésio e de potassio do acido arabico. Essa
goma é um hidrocoloide pertencente ao subgrupo dos exsudados compostos por
polissacarideos e glicoproteinas (FOOD INGREDIENTS, 2011). Ela se destaca por
ser um componente importante em muitos produtos da industria, nos diferentes
setores das atividades econdmicas e sua aplicacao ocorre tanto no ramo alimenticio,
farmacéutico, cosmético e, até mesmo, na fabricacao de tintas (SOUZA, 2014).

Varias espécies da familia Anacardiaceae produzem o exsudato de goma, por
exemplo, a Spondias mombin (caja), a Spondias dulcis (caja-manga), a Spondias
purpurea (seriguela), a Mangifera indica (mangueira), a Anacardium occidentale
(caju). (PINTO, 2000; MARTINEZ et al., 2003; SILVA, 2011; ANDRADE et al., 2013).
Dentre estas gomas se destaca a goma do cajueiro é utilizada para fins terapéuticos,
tendo acao cicatrizante (RODRIGUES FILHO, 2020), gastroprotetora (CARVALHO et
al., 2015) e antidiarreica (ARAUJO et al., 2015). E também a Mangifera indica, que,
possui grandes atividades farmacoldgicas e os efeitos antioxidantes sdo um dos
principais fatores que fazem com que seja comercializada como produtos fitoterapicos
e cosméticos (CANUTO, 2009).

2.4 GOMA DA SERIGUELA.

A goma da seriguela possui, inicialmente, as seguintes concentragdes:
galactose (59%), acido urdnico (26%), arabinose (9%), manose (2%), xilose (2%) e
ramnose (2%). Essa estrutura tem um nucleo denominado polissacarideo I, que é,
juntamente, um 3-ObDgalactano, arabinose e acidos urbnicos. Contém como
componente principal a hidroxiprolina, seguido por prolina, serina, leucina, alanina e
valina. Em sua composi¢do acompanha-se, ainda, um material proteico (8,52%), o
que sugere ser a presenca de um proteoglicano (MARTINEZ et al., 2008). Analises
quimicas e espectroscopicas mostram que o polissacarideo da seriguela € constituido

de galactano, também denominado de espinha dorsal da estrutura. Em até duas
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unidades estao as cadeias de arabinose, enquanto as de manose, de ramnose, de
acido urdnica e de xilose existem como residuos terminais (PINTO et al., 1996).

A goma da seriguela possui certas caracteristicas fisico-quimicas, como
solubilidade em agua e consisténcia transparente (MARTINEZ et al., 2008). Nela pode
ser encontrado o polissacarideo acido, de forma amarela, sendo composto por
residuos de acido urbnico, de arabinosil, de xilosil, de galactosil e de ramnosil
(GUTIERREZ et al., 2005). A partir de analise cromatografica, separou-se
componentes acidos e neutros, conferindo, inclusive, a presenga de agucares neutros
(PINTO et al., 1996).

No polissacarideo é observado que extratos feitos a partir da casca do caule
tém uma alta capacidade antioxidante e fotoprotetora (RODRIGUES et al., 2012).
Esses polissacarideos apresentam diversas finalidades, contudo, geralmente, sao

utilizadas na industria alimenticia como base de alimentos (TEXEIRA et al., 2007).

Figura 2: Ressonancias (ppm) de residuos de acido urdnico presentes no
polissacarideo de Spondias purpurea var. acido lutea b-D-glucurdénico (A) e dois tipos

de residuos de acido 4-Ometil-a-D-glucurénico (B, C)

)

8) c)

Fonte: GUTIERREZ et al., 2005
2.5 TOXICIDADE

A toxicidade de uma substéncia para um organismo vivo caracteriza-se pela
capacidade de provocar morte ou dano grave. A toxicidade aguda pode ser definida
pelos efeitos adversos que acontecam em um pequeno periodo apds a administracao

de uma unica dose ou varias doses em 24 horas. Esse teste busca saber quais os
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possiveis efeitos toxicos que uma substancia pode causar no organismo, seu objetivo
€ classificar uma dose letal média e a relagdo dose-resposta (BARROS; DAVINO,
2008).

Diversas plantas medicinais detém em sua constituicdo substéncias com efeito
téxico (VEIGA et al., 2005), os quais podem variar desde alergias na pele e mucosas,
até reagdes cardiovasculares, respiratdrias, metabdlicas, gastrointestinais,
neurologicas e, em alguns casos, fatais (VASCONCELOS et al., 2009). De acordo
com o Sistema Nacional de Informagdes Toxico-farmacoldgicas (SINITOX), o numero
casos de intoxicacao causadas por plantas no Brasil no ano de 2017 foi de 821 casos
registrados.

Os testes toxicoldgicos sao realizados para que seja determinado em que nivel
uma substancia pode ser ingerida sem causar dano ao ser humano (MOURA, et al.,
2012). Pelo ponto de vista qualitativo, modelos animais sdo excelentes para prever
possiveis efeito toxicos em humanos (DYBING et al., 2002). O teste de toxicidade
aguda da OEDC baseia-se em avaliagdes biométricas com doses devidamente
separadas, para efeitos de classificacdo e avaliagao de risco.

Segundo a OECD (2001), os testes para produtos quimicos sofrem revisdes
periddicas conforme ocorrem avancgos cientificos ou quando for necessario alterar as
praticas de avaliacdo. Em 1996, foi implementada a diretriz 423, uma alternativa ao
teste convencional de toxicidade. A partir do aconselhamento de diversos
especialistas, obteve-se um acordo sobre os valores de corte para a DL-50 utilizadas

para categorizar as substancias quimicas.



22

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
e Analisar a toxicidade aguda da goma da Spondias purptrea L. em
camundongos, de acordo com Acute Toxic Class Method disponibilizado pelo
OECD.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e |solar o polissacarideo a partir do exsudato de Spondias purptrea L.;

e Averiguar os possiveis efeitos toxicos e comportamentais causados pela goma
da seriguela;

e Analisar os efeitos da goma nos parametros bioquimicos e hematoldgicos;

e Verificar quantitativamente possiveis alteragdes no peso relativo dos 6rgaos,
nos grupos tratados com a GS;

e Analisar histologicamente indicios de lesdes no tecido do baco, coracéo,
figado, intestino e rim;

e Determinar o valor da DL 50 ao final do experimento.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 COLETA E ISOLAMENTO DO POLISSACARIDEO

A obtencido das amostras brutas do polissacarideo aconteceu por meio da
coleta em arvores nativas de Spondias purptrea L., localizadas no municipio de
Parnaiba - Piaui. Exsicatas espécimes foram catalogadas e depositadas no Herbario
Delta do Parnaiba (HDELTA), na Universidade Federal do Delta do Parnaiba-
UFDPAR. Declaramos para os devidos fins que os exemplares se encontram
tombados no acervo HDELTA, sob o numero de tombo 5266 e 5267.

A partir do exsudato, foi realizado o processamento para isolar e purificar os
elementos, de acordo com o método da literatura descrito por Teixeira e colaboradores
(2007), apesar disso, foi feito uma adaptagdo da parte de purificagdo. As amostras
foram dissolvidas em agua destilada que estava em temperatura ambiente, obtendo-
se uma solugao 5% (p/v). Posteriormente, realizou-se a filtragdo e centrifugacéo, por
20 minutos, da solucéo e feita a precipitagao com alcool etilico ao final do processo.
Seguindo a recomendacgao do autor, o procedimento de dissolug&o e precipitagdo com
etanol foi repetido. Em seguida, lavou-se a amostra com cetona, colocando-a para
secar em fluxo de ar quente. Para o armazenamento da goma utilizou-se o tubo Falcon
e guardou-o em recipiente hermeticamente fechado, o qual possuia silica para

absorcao da umidade.

4.2 ANIMAIS

Foram utilizados dez camundongos fémeas (Balb/c), com 8 a 12 semanas de
idade, distribuidos igualitariamente entre o grupo controle e o grupo teste. O uso de
camundongos fémeas deu-se pelo fato de possuirem maior sensibilidade aos efeitos
toxicologicos (OECD, 2001). O Biotério de Manutengdo de Animais Destinados a
Experimentagcdo do Departamento de Morfofisioldgia Veterinaria - UFDPAR
disponibilizou os animais, que foram alojados em gaiolas sob temperatura padrao de
22 + 2°C, com ciclo circadiano 12h claro/12h escuro e com acesso a agua e ragao
padrao ad libitum.

O projeto foi realizado com a aprovacdo da Comisséo de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal do Delta do Parnaiba (CEUA/UFDPAR), sob numero
de protocolo 002/2021(ANEXO). O acondicionamento dos animais no biotério, bem

como os procedimentos cirurgicos, fora feitos conforme os preceitos da Lei n°® 11.794,
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de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009 e de acordo
com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagao
Animal (CONCEA).

4.3 PROTOCOLO EXPERIMENTAL DE TOXICIDADE ORAL AGUDA

O protocolo (Figura 3) foi realizado de acordo com as diretrizes da Organization
for Economic Cooperation and Development OECD 423/2001. Os animais foram
separados de forma aleatéria em gaiolas, por 5 dias, antes da realizagcédo do teste.
Antecedendo o ensaio, os animais foram privados de alimento por 18 horas, para,
entdo, administrar a dose. No dia inicial do ensaio, os animais foram pesados e
distribuidos de forma igualitaria em dois grupos. Os animais do grupo testem
receberam uma dose unica de 2000mg/kg da goma purificada, dissolvida em solugao
salina, por via oral (v.0), enquanto o grupo controle recebeu solugao salina a 0,9%
(v.0).

ApOs as dosagens, os animais ficaram sob observagao nas primeiras 24 horas
(10min, 30min, 1h, 2h, 4h, 6h, 12h e 24h) e, durante 0 mesmo horario, por 14 dias
seguidos e eutanasiados no décimo quinto dia com sobredose de quetamina (60
mg/kg, i.p) associada ao analgésico xilazina (5 mg/kg, i.p). Com objetivo de observar,
realizou-se a avaliagdo screening hipocratico para cada animal. Os parametros
analisados foram: atividade geral, hipnose, frémito vocal, irritabilidade, resposta ao
toque, aperto caudal, endireitamento, tdbnus corporal, for¢ca agarrar, reflexo da cornear,
tremores, convulsdes, contorgcao, straub, anestesia, lacrimacao, ptose, piloerecao e
respiracdo. Além dos parametros screening hipocratico, também, foi realizado
diariamente a quantificacdo do peso corporeo, bem como os padrbes de consumo de
sélidos e liquidos e a micgao, a produgao e o aspecto fecal (fezes normais = 0, fezes
semissolidas = 1, fezes pastosas em pequena/moderada quantidade = 2, fezes
aquosas em grande quantidade = 3). Para a analise do consumo de sdlidos e liquidos,
dentro dos 14 dias de ensaio de toxicidade, os animais receberam quantidades
especificas de ragdo e de agua (100 g e 100 ml, respectivamente). Os procedimentos

foram supervisionados pelo veterinario responsavel da universidade.
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Figura 3: Fluxograma modificado referente a metodologia do estudo da toxicidade de

acordo com os parametros estabelecidos pelo OECD, 423/2001
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3 animais 3 animais 3 animais 3 animais
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Fonte: OECD

4.4 PARAMETRO BIOQUIMICOS E HEMATOLOGICOS

Foram analisados o0s seguintes parametros bioquimicos: alanina-
aminotransferase (ALT), aspartato-aminotransferase (AST), creatinina. E os
parametros hematolégico analisados foram: a hemoglobina, o hematécrito, a
contagem total e diferencial de leucdcitos e a contagem de plaquetas. A obtengao das
amostras sanguineas para os testes foi feita por puncédo cardiaca e, assim,
armazenadas em tubos contendo EDTA. Os testes bioquimicos foram feitos
manualmente e as amostras foram lidas pelo espectrofotdmetro. Para a obtencao das
dosagens de ALT, AST e creatinina foram seguidas as orientagdes do fabricante
(LABTEST diagnéstico, Sao Paulo, Brasil). Ja, para avaliagdo hematoldgica foram

analisados os valores a partir da contagem celular.
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4.5 PESO RELATIVO DOS ORGAOS E ANALISE HISTOPATOLOGICOS

Depois da pungao cardiaca, seguida da eutanasia, os animais foram expostos
pela abertura mediana do ventre, retirando-se os seguintes 6rg&os: coragao, rins,
figado, bacgo, intestino (delgado e grosso), os quais, inicialmente, foram analisados
macroscopicamente. Apos isso, lavaram-se esses 6rgaos em solugao salina e foram
pesados em balanga analitica. Depois de determinado o peso relativo, houve a
seguinte operagdo: peso do 6rgao / peso do animal pos-tratamento x 100. Na etapa
seguinte, os orgaos foram cortados para coleta amostral e fixados em solugédo de
formaldeido 10% (v/v) tamponado. Para realizar os cortes histologicos, as amostras
foram imersas em parafina. As laminas foram coradas com hematoxilina e eosina e
sua analise foi feita no microscopio Optico. Investigou-se o0s parametros
histopatolégicos de perda celular, de infiltrado inflamatério, de edema e de dano

hemorragico.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Computou-se todos os dados de todos os testes com a média £ EPM de
animais em cada grupo. Os valores estatisticos foram feitos no software GraphPad
Prism e a diferenca foi contabilizada usando a analise unidirecional da variancia
(ANOVA), seguido de pos-teste Tukey. Considerou-se a diferenga de p<0,05 como
estatisticamente significativa.
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5. RESULTADOS

As andlises realizadas ao longo do periodo de teste de toxicidade
demonstraram que a dose de 2.000 mg/kg administrada ao grupo avaliado com a
goma da seriguela (GS) nao resultou em morte ou em efeitos colaterais toxicos. Além
disso, nenhum dos grupos experimentais apresentou anormalidades relevantes

durante o curso do estudo e, ainda, todos sobreviveram até o ultimo dia de analise.

5.1 SCREENING HIPOCRATICO

Os dados resultantes do teste de screening hipocratico (Tabela1) mostrou, com
a sua interpretacdo dos valores obtidos dos padrdes fisicos, comportamentais,
atividades do sistema nervoso central e autbnomo e atividades motoras, de cada
animal avaliado, demonstraram nao ter diferenga significativa entre o grupo tratado
com a goma da seriguela e o grupo controle. Portanto, ndo foi observado nenhum

efeito prejudicial para as atividades sensoriais ou motoras.

Tabela 1:Screening hipocratico: parametros obtidos apds administragdo oral em dose
unica de 2.000 mg/kg da GS em camundongos Balb/c. O controle recebeu apenas
solugao salina 0,9%.

Parametros avaliados Grupos Tempo (h) Tempo (dias)
(n=5) 025 05 (1| 2 | 4 |1]|2|3|4|5|6|7[8|9]10| 111213
Estado Atividade GS 4 4 4| 4 4 4141441444144 4 4 4
consciente Geral Controle 4 4 4| 4 4 4141441444144 4 4 4
Hipnose GS 0 0 0| 0 0O |0lO|O|O|O|O|O|O|O| O 0 0
Controle 0 0 0| O 0 ojo0|j0j{0|j0O0|O|O|JO|O| O 0 0
Irritabilida GS 0 0 0| 0 0O |0lO|O|O|O|O|O|O|O| O 0 0
de
Controle 0 0 0| 0 0O |0lO|O|O|O|O|O|O|O| O 0 0
Frémito GS 0 0 0| O 0 ojo0j0j{0|j]0O|jO|O]JO|O| O 0 0
Vocal

Controle 0 0 0| 0 0O |0lO|O|O|O|O|O|O|O| O 0 0
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Atividade e Resposta GS 4 4 4| 4 4 A1 4| 4(4|4|4|4|14|4)| 4 4 4 4 4
coordenagao ao toque Controle 4 4 4| 4 4 | 4| 4)4(4|4|4|4|4]|4] 4 4 4 4 4
do Sistema Aperto de GS 4 4 4| 4 4 |4|4|4|4|4|4|4(4(4)| 4 4 4 4 4
Motor cauda Controle 4 4 41 4 4 | 4|4|4|4|4(4(4|4|4)| 4 4 4 4 4
Endireita GS 4 4 4| 4 4 |4|4|4|4|4|4]|4]4(4)| 4 4 4 4 4

mento Controle 4 4 4| 4 4 414441444144 4 4 4 4 4

Tonus GS 4 4 4| 4 4 |4|4|4|4|4|4|4(4(4)| 4 4 4 4 4

corporal Controle 4 4 4| 4 4 414141444444 4 4 4 4 4

Forga de GS 4 4 4| 4 4 |4|4|4|4|4|4]|4]4(4)| 4 4 4 4 4

agarrar Controle 4 4 4| 4 4 414441444144 4 4 4 4 4

Reflexdes Reflexo GS 4 4 4| 4 4 |4|4|4|4|4|4|4]4(4)| 4 4 4 4 4
Cornear Controle 4 4 3| 4 4 414141444 (444 4 4 4 4 4

Sistema Tremores GS 0 0 oj 0 0O |0|0Oj0O|O|jO|O|OjO|O] O 0 0 0 0
Nervoso Controle 0 0 0l 0 0 |0|jOlO|O|O|lOjO|O]O| O 0 0 0 0
Central (SNC) | Convulsde GS 0 0 0| O o |0OlO|jO|O|O|O|O|O|O| O 0 0 0 0
s Controle 0 0 0| O 0O |0lO|O|O|O|O|O|Of|O| O 0 0 0 0

Contorgao GS 0 0 0| O 0O |0lO|O|O|O|O|O|O|O| O 0 0 0 0

Controle 0 0 0| O o |0OlO|jO|O|O|O|O|O|O| O 0 0 0 0

Straub GS 0 0 0| O o |0OlO|jO|O|O|O|O|OfO| O 0 0 0 0

Controle 0 0 0| O 0O |0lO|jO|O|O|O|O|O|O| O 0 0 0 0

Anestesia GS 0 0 0| O 0o |0lO|jO|O|O|O|O|O|O| O 0 0 0 0

Controle 0 0 0| O o |0OlO|jO|O|O|O|O|O|O| O 0 0 0 0

Lacrimaga GS 0 0 0| O o |0OlO|jO|O|O|O|O|O|O| O 0 0 0 0

o Controle 0 0 0| O 0o |0lO|O|O|O|O|O|OfO| O 0 0 0 0

Ptose GS 0 0 0| O 0o |0lO|O|O|O|O|O|O|O| O 0 0 0 0

Controle 0 0 0| O o |0OlO|jO|O|O|O|O|O|O| O 0 0 0 0

Piloere¢ao GS 0 0 0| O o |0OlO|jO|O|O|O|O|O|O| O 0 0 0 0

Controle 0 0 0| O 0o |0lO|O|O|O|O|O|O|O| O 0 0 0 0

Respiraga GS 4 4 4| 4 4 |4|4|4|4|4|4]|4]4(4)| 4 4 4 4 4

o Controle 4 4 4| 4 4 |4|4|4|4|4|4|4]4(4)| 4 4 4 4 4

Legenda: Os parametros foram pontuados 4: normal; 3: levemente reduzido; 2: moderadamente
levemente reduzido; 2:

reduzido; 1: intensamente reduzido; O: ausente. Escores: 4: normal; 3:
moderadamente reduzido; 1: intensamente reduzido; 0: ausente (BRITO, 1994).

5.2 HABITOS FISIOLOGICOS

Em relagcdo ao consumo de &gua, nado foram encontradas diferencas

significativas entre os grupos quanto a ingestao alimentar ou a produgao de excretas

(diarreia e / ou constipagao), apds 14 dias consecutivos (Tabela 2). Isso sugere que a
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goma da seriguela nao tem efeitos colaterais, que prejudique o consumo de alimentos,

bem como a atividade excretora dos animais.

Tabela 2:Anélise dos habitos fisioldgicos diarios de camundongos tratados com GS
(2000 mg/kg).

Habitos Fisiolégicos Salina GS

Consumo de agua (ml) 26,43 + 1,51 27,21 £1,15
Consumo de ragao (g) 28,21 + 1,339 29,14 + 1,38
Miccgao (g) 5,07 £ 0,51 5,38 £ 0,83
Fezes (g) 8,35+ 0,35 7,15+0,43

Legenda: Os valores sdo representados como a média +E.P.M. *p<0,05 quando comparado com o
grupo Salina. ANOVA seguido de teste de Tukey. Goma da seriguela (GS).

5.3 PARAMETROS BIOQUIMICOS

Os parametros bioquimicos (Tabela 3) analisados n&o representam alteragbes
hepaticas ou renais, em resposta a efeitos toxicos. A diferenca apresentada entre os

grupos controle e goma da seriguela. ndo foram significativamente relevantes.

Tabela 3: Analise bioquimica dos parametros da funcdo hepatica e renal em
camundongos tratados com GS (2000 mg/kg) depois de 14 dias de tratamento.

Parametro Salina GS

ALT (U/ml) 28,16%3,57 30,49+3,40
AST (U/ml) 103,90+ 5,36 106,70+ 4,72
Creatinina (mg/dl) 0,60+0,18 0,85 + 0,07

Os valores séo representados como a média +E.P.M. *p<0,05 quando comparado com o grupo
Salina. ANOVA seguido de teste de Tukey. Goma da seriguela (GS).

5.4 PARAMETROS HEMATOLOGICOS

Os resultados obtidos dos parametros hematolégicos (Tabela 4) analisados
revelou que valores globais das contagens das linhagens eritrocitaria, leucocitarias e
plaquetaria, bem como os indices VCM, HCM, CHCM nao demonstrou nenhuma
diferenca estatistica entre os grupos tratado e controle. Os valores obtidos da
contagem diferencial dos leucdcitos também néo apresentaram diferenca significativa

entre grupos goma da seriguela e o controle.
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Tabela 4:Analise dos parametros hematolégicos em camundongos tratados com GS
(2000 mg/kg) depois de 14 dias de tratamento.

Parametro Salina GS
Eritrécitos (10/mm?3) 5,010+ 0,49 5,218 +0,33
Hematocrito (%) 44,67 + 1,45 43,00 + 0,40
Hemoglobina (g/dl) 15,35+ 1,21 17,46 + 0,94
VCM (fL) 63,86+ 3,87 65,63+ 3,65
HCM (pg) 23,86+ 1,91 24,23+ 1,26
CHCM (g/dl) 32,37+ 1,50 33, 68+ 1,38
Leucécitos Totais (103 células/puL) 4,880 + 0,49 4,613 +0,62
Linfécitos (103 células/uL) 29,50+ 1,19 26,50 + 3,59
Neutroéfilos (103 células/plL) 60,00 + 0,00 61,75 + 3,59
Eosinéfilos (103 células/pL) 1,250 £ 0,25 2,000 t 0,40
Mondcitos (103 células/pL) 7,250 £ 0,85 6,500 + 0,86
Baséfilos (103 células/puL) 2,000+ 0,57 2,250+ 0,94
Plaquetas (pL) 775,00+ 11,90 | 758,50+ 11,27

Os valores sao representados como a média +E.P.M. *p<0,05 quando comparado com o grupo Salina.

ANOVA seguido de teste de Tukey. Goma da seriguela (GS).

5.5 PESO CORPORAL E PESO RELATIVO DOS ORGAOS

A analise do peso corporal e a avaliagdo de diversos 6rgaos, como o coragao,

o intestino delgado, o bago, o figado e o rim, em seu peso total e relativo, nos exames

gerais (Tabela 5), ndo apresentaram nenhuma diferenga significativa entre o grupo

controle e o grupo GS.

Tabela 5:Analise do peso corporal e peso relativo dos 6rgdos de camundongos
tratados com GS (2000 mg/kg) depois de 14 dias de tratamento

Peso corporal (g) Salina GS

Dia 00 20,00 + 1,89 27,50 + 1,50
Dia 14 24,00 = 1,41 29,00 + 1,00
Peso relativo Salina GS

Baco 0,45 + 0,01 0,38 £ 0,02
Coragao 0,59+0,04 0,45 + 0,06
Figado 4,44 £ 0,32 4,32 £ 0,35
Intestino 5,247 £ 0,3047 4,781 + 0,4058
Rim 1,47 + 0,07 1,39 + 0,036

Legenda: Os valores sdo representados como a média +E.P.M. *p<0,05 quando comparado com o
grupo Salina. ANOVA seguido de teste de Tukey. Goma da seriguela (GS).
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5.6 ANALISES HISTOLOGICAS

Nas analises histologicas, ndo se observou nenhuma indicagdo de toxicidade
aguda nos 6rgéos. Isso significa que a administragdo da goma da seriguela em dose
oral unica de 2.000 mg / kg ndo causou alteragdes ou danos teciduais. O tecido renal
e o corte hepatico ndo mostraram nenhuma modificagdo dentro de suas unidades
funcionais, os hepatédcitos e os glomérulos mantiveram sua arquitetura intacta,
parecida com a encontrada no grupo salina. Além dos 6érgéos citados, o coragao, o
intestino e a bexiga, também, ndo apresentaram alterag¢des. Por conseguinte, nenhum
dos outros pardmetros analisados: infiltrado de neutréfilos, edema, perda celular e
dano hemorragico. Somado a isso, ndo apresentaram alteragbes como necrose,
degeneragdo ou processos inflamatorios, que possam indicar um efeito toxico

provocado pela GS.
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6. DISCUSSAO

A histéria mostra que ao longo dos anos, que certas plantas medicinais contém
substéncias que podem ser perigosas. Por isso 0 seu uso, deve ocorrer com cautela,
levando em consideragao seus riscos toxicolégicos. Um maior conhecimento sobre as
plantas medicinais € importante para que, seja conhecido o seu modo de acao, os
efeitos toxicos e colaterais que podem causar, as suas interacbes com outros
medicamentos (VEIGA et al., 2005).

Estudos de toxicidade sdo realizados para determinar se as plantas ou
medicamentos sdo seguros para uso humano e também eficazes no tratamento de
sintomas e doencgas, sem causar reagcdes adversas que possam colocar em risco a
vida humana (ALMEIDA, 2018). O teste de toxicidade aguda da OEDC baseia-se em
avaliagdes biométricas com doses devidamente separadas para permitir a
classificagdo de uma substancia para efeitos de classificacdo e avaliagdo de risco
(OECD, 2001)

A dosagem de 2.000 mg/kg aplicada ao grupo avaliado (GS) ndo causou
nenhuma morte de animais ou efeitos colaterais téxicos. A administragdo da dosagem
feita por via oral € comumente usada na realizagédo de testes toxicoldgicos pela sua
praticidade, por ser menos dispendioso e desagradavel para os animais, embora a
sua absorgao possa ser lenta (AL-AFIFI et al.,2018). Corroborando com 0s nossos
achados o estudo, Kim e colaboradores (2020), ao avaliaram a toxicidade do extrato
apolar de raizes de alcaguz em camundongos utilizaram a via oral para administragéo
da dose, chegaram a resultados parecidos com o dos nossos achados, ndo sendo
observado nenhum sinal de toxicidade ou morte dos animais

Com o método screening hipocratico, € possivel analisar o estado de
consciéncia e de disposicdo dos animais, as atividades motoras e a coordenagao
motora sistémica, os reflexos e atividades que envolvam o sistema nervoso central-
SNC e o sistema nervoso autdnomo-SNA. Isso possibilita fazer a estimava geral da
natureza dos efeitos farmacolégicos e toxicoldégicos de substéncias que ndo sao
conhecidas quando aplicadas em animais (MALONE, 1983; LUCIO et al.,2000
MOURA et al., 2020). Ao realizar a avaliagdo do screening hipocratico nos grupos
controle e GS, durante os dias de experimento, ndo se observou nenhuma alteragao

nos parametros analisados pelo Screening. No estudo Nicolau (2018) ao avaliar a
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toxicidade aguda da goma do cajueiro observou o0 mesmo resultado do presente
estudo, no que se refere ao screening hipocratico.

Analisou-se o consumo de agua e ragao pelos animais durante o experimento.
Esse parametro é importante, dado que alteragdes no consumo de agua e ragao
podem estar associadas a manifestacdo de toxicidade sistémica, além disso,
alteragdes comportamentais, mas condigdes de coloragado da pelagem entre outros,
também, podem estar relacionadas (Gonzalez; Silva, 2017).

O consumo de nutrientes e de agua sdo parametros fundamentais na
determinacédo da seguranga de um produto com fins terapéuticos, pois séo
necessarios para o funcionamento adequado da fisiologia do animal e, dessa forma,
refletem na resposta ao medicamento em teste, ja que uma condi¢gdo nutricional
inadequadas pode levar um organismo a se tornar deficiente (RAMALHO 2019)

Nenhuma alteragao significativa entre os grupos, em relagcdo ao consumo de
agua e racao, foi observada no nosso experimento. Corroborando com nossos
achados, o estudo de Vasile et al. (2019), ao analisar a toxicidade da goma de
exsudato de Prosopis alba em ratos, também, ndo observaram nenhuma diferenca
significativa em relagdo ao consumo de alimentos ou a ingestao de agua.

Os parametros bioquimicos avaliados: aspartato aminotransferase (AST),
alanina aminotransferase (ALT) e creatinina ndo apresentaram diferenga relevante
nos resultados obtidos de cada grupo do estudo. De acordo com Lima et al. (2009),
as dosagens de alanina e aspartato aminotransferases s&o 6timos indicadores das
funcdes hepaticas e a creatinina € um bom indicador da funcao renal.

As enzimas AST e ALT encontram-se no citoplasma dos hepatdcitos, quando
ocorre alguma lesédo ou destruigdo dessas células as enzimas s&o liberadas para o
meio externo e caem na circulagdo. Quando ocorre dano hepatocelular leve, ha um
aumento da ALT, mas quando a les&o € grave ha maior liberagdo da AST. A medigao
da concentragdao de creatinina no soro é feita para analisar a fungao glomerular.
(MOTTA, 2003).

Fortalecendo nossos achados, o estudo de Araujo e colaboradores, 2020, ao
analisar os efeitos da toxicidade aguda da Goma de Angico Vermelho verificou, por
meio dos mesmos parametros bioquimicos, que ndo houve nenhuma alteracdo na

funcdo hepatica e renal dos animais estudados.
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O hemograma é o exame possibilita avaliar as células do sangue periférico, de
modo quantitativo e qualitativo, tendo em sua composicéo trés partes importantes, o
eritrograma, o leucograma e o plaquetograma. No eritrograma os parametros
analisados sao o numero eritrocitos, a hemoglobina, o hematdcrito, o volume
corpuscular médio (VCM), a Hemoglobina Corpuscular Média (HCM), e a
Concentragdao de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM) (FAILACE, 2015). No
leucograma ocorre a contagem diferencial dos leucocitos, bem como a avaligdo da
sua morfologia. Ja no plaguetograma realiza-se a contagem das plaquetas (SANTANA
et al., 2013).

A avaliagao dos parametros hematoldgicos demonstrou que os grupos salina e
GS nao apresentaram valores com diferencas significativas em relagédo aos 13
parametros analisados. Colaborando com os nossos achados o estudo de Goudah,
Abo-EL-Sooud e Youssef (2015), ao analisar a toxicidade aguda da goma do extrato
de assafétida(F. assa-foetida), ndo verificou diferenga significativa entre o grupo
estudado e o controle, nos parametros hematoldgicos analisados.

O sistema hematopoiético € um indicador crucial das condigdes fisiologicas e
patolégicas em seres humanos e animais expostos a substancias toxicas. As células
sanguineas desempenharem um papel vital na fisiologia animal, associado ao fato de
o tecido possuir uma alta susceptibilidade a intoxicacdo, faz do sistema
hematopoiético um 6rgao alvo de investigagdes (Li et al., 2010; CASARETT; DOULL,
2001).

A investigagao do peso corporal € um indicador importante do estado fisiolégico
e patoldgico de humanos e animais, sendo essencial para determinar se um 6rgéao ou
sistema foi exposto a uma lesdo ou n&o. Os principais 6rgaos afetados pela reagéo
metabdlica causada por substancias téxicas sdo o coragdo, os pulmdes, o baco,
figado e o rim, interferindo com seu peso relativo (DYBING et al., 2002). Os nossos
dados demostram que, ndo houve diferencga significativa, em relagéo ao peso corporal
dos animais entre os dois grupos estudados. O estudo de Jarald e colaboradores
(2012) encontraram resultados semelhantes em relagdo ao peso corporal, ao do
nosso estudo ao analisar a toxicidade aguda da goma do caule Moringa oleifera em
ratos.

O resultado da analise histologicas demostrou que ndo houve nenhum sinal de
toxicidade aguda nos o6rgéos, sem alteragdes ou danos teciduais. De acordo com a

OCDE n°420 (2001), a analise histopatolégica dos 6rgaos é fundamental na avaliagao
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da toxicidade. Por meio dessa analise, € possivel definir o tipo e o tamanho da lesao
ocasionada ao 6rgao, ajudando a entender o impacto que causa no sistema.
Ratificando nossos achados, o estudo de Schmitt e colaboradores (2008), ao realizar
a avaliagao o potencial de toxicidade aguda da goma acacia modificada, observou que
0s animais nao apresentaram lesbes patoldgicas, além de n&o encontrar nenhum

indicativo de toxicidade nos animais.
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7. CONCLUSAO

No presente estudo, a toxicidade oral aguda da goma da seriguela (Spondias
purpurea L.) foi examinada em camundongos fémeas (Balb/c). Os resultados para
toxicidade agudam demostraram que a dosagem de 2000 mg/kg ndo causa nenhum
efeito toxico em camundongos. De acordo com as informagdes fornecidas na
Orientagcdo 423 (2001) da OECD, o valor determinado para o DLS50, apos
administracao oral da Goma da Seriguela, foi estimado em mais de 2000 mg/kg. N&o
obstante, estudos de toxicidade subaguda e cronica sdo necessarios para avaliar o

uso seguro a longo prazo.
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ANEXO

MINISTERIO DA EDUCACAD

UNIVERSIDADE FEDERAL DO DELTA DO PARNAIBA

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Av. S3o Sebastido, 2B19, Parnaijba, Piaui, Brasil; CEP: 64202-020.
Telefone (86) 3323-5251, E-mail: cevs. ufdpar@pgmail.com

Site: http/fufpi br/ceua-comissgo-de-etica-no-uso-de-gnimais

CERTIFICADO

Certificamos gue a proposta intitulada "Avaliacdo Toxicologica e Efeito Gastroprotetor da
Goma Extraida do Exsudato da Seriguela (Spondias purpiirea L.), uma Arabinogalactana com
Potencial Biotecnolégico", registrada sob protocalo N2 002/2021, de a responsabilidade do
Prof. Dr. Jand Venes Rolim Medeiros do Programa de Pds-Graduacdo em Biotecnologia da
Universidade Federal do Delta do Parnaiba/UFDPar, que envolve a produgdo, manutengao
ou utilizagdo de animais pertencentes ao fila Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanaos),
para fins de Pesquisa Cientifica e/ou Ensino, encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n®
11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n? 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as
normas editadas pelo Conselha Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), e
fol APROVADO pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Delta
do Parnaiba (CEUA/UFDPar), em Reunido na presente data 09/04/2021.

Finalidade | ( ) Ensino (X) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da Autorizagdo | Maio/ 2021 a junho/ 2024
Espécie/Linhagem/raga: | Mus musculus /Camundongo isogénico/ Balb/c
N? de Animais: | 124
Peso/ Idade: | 25-30g, 4 semanas
Sexo: | Machos: 48; Fémeas: 76
Origem: | Biotério da Universidade Federal do Delta do Parnaiba-UFDPar

Parnaiba, 09 de abril de 2021.
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o
Prof. Dr. Jefferson Soares de Oliveira
Coordenador da CEUA/UFDPar

Para verificar a outenticidode deste documento ooesse o site ¥ i R
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do prafeto no arquive disporivel em “Acesie aqui a lista de Profefos Aprovados pela CEUASUFDRar"
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