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RESUMO

AVALIACAO TOXICOLOGICA DAS PROTEINAS DO LATEX DA Plumeria
pudica EM MODELO DE CAMUNDONGOS

Muitos séo os relatos sobre diferentes efeitos farmacologicos promovidos por moléculas
obtidas a partir do latex de varias plantas, como é o caso da Plumeria pudica. As
proteinas presentes em seu latex foram relacionadas as suas propriedades anti-
inflamatoria, anti-nociceptiva e antidiarreica. Considerando os resultados relevantes ja
apresentados pelo latex de P. pudica esse trabalho, teve como finalidade avaliar os
aspectos toxicoldgicos do tratamento agudo e subcrdnico de camundongos com as
proteinas do latex de Plumeria pudica (PLPp). Os ensaios de toxicidade foram
realizados com camundongos Swiss (n=24) que receberam uma dose diaria de 40 mg/kg
de PLPp ou solucdo salina 0,9% intraperitoneal (i.p.) por 10 e 20 dias consecutivos,
referentes ao periodo de avaliagdo da toxicidade aguda e subcronica, respectivamente.
Foram avaliados o perfil comportamental, hematoldgico, bioquimico e histopatologico
desses animais. Para determinagdo da DL50 os camundongos (n=6) receberam uma
dose unica de 300 mg/kg ou 2000 mg/kg e foram observados quanto a presenca de
sinais clinicos ou morte dos mesmos, durante 14 dias apds a administracdo.
Adicionalmente uma analise protedbmica da fracdo proteica PLPp foi realizada
utilizando espectrometria de massas objetivando a identificacdo de proteinas presentes
na amostra. Ndo foram observadas alteracdes significativas no peso corporal e peso dos
6rgdos dos animais tratados com PLPp durante avaliagdo aguda e subcronica. A
contagem total e diferencial de leucocitos nao apresentou diferenca significativa entre
0s grupos. Observou-se aumento significativo de AST no grupo tratado com PLPp para
a toxicidade aguda. Nao houve diferenca significativa nas medidas de ALT, creatinina e
ureia entre o tratamento com solucdo salina e PLPp para os dois periodos de avaliacao.
Em relacdo ao exame histopatoldgico, observaram-se discretas alteracbes como leve
congestdo no rim e baco dos animais para a avaliagdo aguda e subcronica
respectivamente. O nivel de GSH no rim foi significativamente maior em animais
tratados com PLPp no ensaio de toxidade aguda, porém ndo foram observadas
diferencas para a avaliacdo subcrénica. Os niveis de MDA e MPO no figado, baco e rim
ndo apresentaram diferenca significativa. A fragdo PLPp ndo se mostrou letal nas doses
de 300 e 2000 mg/kg,sendo a DL50 definida como de classe 5 (faixa de 2000-
5000mg/kg). Porém, os animais tratados com estas doses apresentaram alguns sinais de
toxicidade como diminuicdo da atividade geral, dificuldade de locomocdo, reducdo da
resposta aos reflexos auricular e corneal, e a estimulos como toque, aperto de cauda e ao
reflexo de endireitamento. Além de apresentarem irritabilidade, ptose, piloerecéo,
hipotermia e respiragdo ofegante. Esses sinais foram observados nas primeiras horas
apos a administracdo, no entanto, a maioria ndo persistiu mais que 24h. A analise de
PLPp por espectrometria de massas revelou a presenca de proteases cisteinicas,
quitinases e outras proteinas comumente encontradas em fluidos laticiferos. A fracdo
PLPp quando administrada por via intraperitoneal apresentou baixa toxicidade. Porém
mais estudos devem ser realizados para o estabelecimento do seu uso seguro.

Palavras-Chave: Apocynaceae, Toxicidade, Estresse Oxidativo, Histopatologia.



ABSTRACT

TITLE: TOXICOLOGICAL ASSESSMENT OF LATEX PROTEINS OF
Plumeria pudica IN MICE

There are many reports on different pharmacological effects promoted by molecules
obtained from the latex of several plants, as it is the case of Plumeria pudica. The
proteins present in its latex were related to its anti-inflammatory, anti-nociceptive and
antidiarrheal properties. Considering the relevant results already presented by the latex
of P. pudica, this study aimed to evaluate the toxicological aspects of the acute and
subchronic treatment on mice with the latex protein of Plumeria pudica latex (PLPp)
Toxicity assays were performed with Swiss mice (n = 24) wich received a daily dose of
40 mg/kg PLPp or 0.9% intraperitoneal (ip) saline solution for 10 or 20 consecutive
days, referring to the assessment period of acute and subchronic toxicity, respectively.
The behavioral, hematological, biochemical and histopathological profile of these
animals were evaluated. For determination of LD50 the mice (n = 6) received a single
dose of 300 mg / kg or 2000 mg / kg and were observed for clinical signs or their death
for 14 days after administration. Additionally a proteomic analysis of the PLPp protein
fraction was performed using mass spectrometry aiming the identification of proteins
present in the sample. No significant changes were observed in body weight and in
organs of these animals treated with PLPp during the acute and subchronic ass. The
total and differential leukocyte counts did not present significant difference among the
groups. A significant increase of AST in the group treated with PLPp for acute toxicity
was observed. There wasn’t significant difference in ALT, creatinine and urea
measurements between treatment with saline and PLPp for the two assessment periods.
Regarding the histopathological examination, discrete alterations such as congestion in
the kidney and spleen of these animals were observed for the acute and subchronic
assessment, respectively. The level of GSH in the kidney was significantly higher in
animals treated with PLPp in the acute toxicity test, but no differences were observed
for the subchronic assessment. The levels of MDA and MPO in the liver, spleen and
kidney didn’t present significant difference. The PLPp fraction didn’t appear to be lethal
at doses of 300 and 2000 mg / kg, and the LD50 being defined as class 5 (range of
2000-5000mg / kg). However, the animals treated with these doses showed some signs
of toxicity such as decreasing of general activity, difficulty in locomotion, reduced
response to auricular and corneal reflexes, and to stimuli such as touch, tail tightening
and righting reflex. In addition, they presented irritability, ptosis, piloerection,
hypothermia and accelerated breathing. These signs were observed in the first few hours
after administration and but most of them did not persist for more than the most part to
24 hours. These signs were observed in the first few hours after administration but most
of them did not persist for more than 24 hours. The PLPp analysis by mass spectrometry
revealed the presence of cysteine proteases, chitinases and other proteins commonly
found in laticiferous fluids. The PLPp fraction when administered intraperitoneally
presents low toxicity. Further studies should be performed to establish its safe use.

Key words: Apocynaceae, Toxicity, Oxidative Stress, Histopathology.
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1 INTRODUCAO

O interesse cientifico nos ramos das Ciéncias Biomédicas especialmente em
produtos provenientes de fontes naturais possibilitou o surgimento de diversas
estratégias tecnoldgicas que variam desde o screening bioldgico, isolamento, até as
triagens clinicas. Métodos os quais atualmente sdo considerados essenciais na
descoberta de valores terapéuticos de uma ampla variedade de plantas (BIBI et al.,
2011, BONIFACIO, 2014; SPOSITO, 2017).

O Brasil apresenta uma das maiores biodiversidades existente no planeta,
possuindo cerca de 20-22% de todas as plantas e microrganismos existentes na Terra.
Porém apenas cerca de 8% das espécies vegetais encontradas no pais foram estudadas
(CALIXTO et al., 2008; RODRIGUES, 2016). Diante desse fato e, principalmente
devido a cultura do uso de plantas na medicina popular brasileira, as propriedades
medicinais de diferentes espécies vegetais vém sendo amplamente investigadas por
pesquisadores brasileiros e pela industria farmacéutica, interessada em desenvolver
novos medicamentos (BRASIL, 2014).

Diversos estudos realizados tém demonstrado que o latex produzido por algumas
espécies de plantas é uma fonte natural de compostos biologicamente ativos e de muitas
enzimas proteoliticas responsaveis por diversos beneficios para a satde. Por isso um
amplo progresso em torno de sua caracterizacdo e suas possiveis utilidades industriais e
farmacéuticas tem sido observado (BINDHU & SINGH, 2014).

O Nordeste brasileiro é reconhecido por sua abundante biodiversidade,
relacionada principalmente a plantas e habitats e por compreender desde a Floresta
Amazonica, Mata Atlantica, sistema de mangues e dunas costeiras, até florestas secas e
savanas, além do seu principal ecossistema, a “caatinga” (AGRA et al., 2007). Em
relacdo ao latex de plantas encontrados na regido Nordeste, investigacdes acerca de
estruturas quimicas identificadas, seguido de buscas por suas aplicacBes tem sido
desenvolvido por diversos pesquisadores (FREITAS et al. 2007; 2011; JUCA et al.,
2013; RAMOS et al., 2014). Tal iniciativa é apresentada na forma quimica de produtos
naturais seguida de estudos em modelos fisioldgicos, farmacoldgicos e toxicoldgicos em
animais, orgaos e celulas os quais tém gerado um conhecimento da quimica funcional
de espécies (MONTEIRO, 2015).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), 80 % da populagdo mundial

faz uso de terapias alternativas como formas de tratamento e as plantas medicinais sao



os principais medicamentos utilizados (WHO, 2013). Embora facam uso de forma
copiosa dessas plantas medicinais, apenas este fato ndo comprova a sua efetividade e
nem a auséncia de toxicidade, deste modo e fundamental o conhecimento da dose eficaz
e aquela que produz toxicidade, revelando-se estritamente necessario o0 estudo
farmacodinamico e toxicoldgico padronizado (AGRA et al., 2007; MARANHAO,
2010).

A toxicidade de plantas medicinais € um problema considerado de satde publica
uma vez que seus efeitos adversos, sua acdo simultanea com outras drogas, assim como
suas possiveis adulteracdes e toxicidade podem geralmente ocorrer e afetar um grande
ndmero de pessoas (OLIVEIRA & ALMEIDA, 2016). Destaca-se entdo a importancia
de pesquisas e informacBes que assegurem a utilizacdo de determinadas espécies
vegetais e fitoterapicos de interesse clinico, pois mesmo possuindo baixa toxicidade, sua
utilizacdo impropria associada a outros fatores de risco pode causar quadros graves que
muitas vezes sdo subnotificados (ASSIS, 2015).

Plantas laticiferas sdo consideradas fonte potencial para producdo de farmacos,
tanto para uso popular, por meio de uso direto dos vegetais sem processamento
industrial, tanto quanto para a alopatia e homeopatia (MONTEIRO, 2015). Neste
contexto, insere-se as varias espécies de Plumeria, plantas produtoras de latex,
conhecidas por suas propriedades medicinais especialmente relatadas por indigenas e
tribais na india. Por décadas, essas populacbes dependeram unicamente de
medicamentos brutos baseados em plantas para tratamento de indmeras doencas
(SHINE; PATIL; BAIRAGI, 2014). Na literatura, varios relatos demonstraram as
propriedades farmacol6gicas como anti-inflamatéria (GUPTA et al., 2006;
FERNANDES et al, 2015), antinociceptiva (FERNANDES et al, 2015), antibacteriana
(BAGHEL et al., 2010), antifingica (FREITAS et al., 2010), gastroprotetora
(PINHEIRO, 2012), antidiarreica (SANTANA et al., 2018), dentre outras de diferentes
partes de plantas pertencentes ao género Plumeria.

No entanto, apesar desses relatos e das descricdes de uso popular de plantas
laticiferas no combate as mais variadas enfermidades, também existem registros na
literatura sobre a efeitos adversos apresentados por elas. Essa toxicidade observada,
pelo menos em parte, é ocasionada pela borracha presente no latex, entretanto, ensaios
desenvolvidos tém esclarecido que efeitos toxicos do latex podem facilmente ser
eliminados a partir de seu fracionamento (AGUIAR, 2006; RAMOS et al., 2006,
BEZERRA, 2017).



Este trabalho abordou, o estudo dos aspectos toxicologicos do tratamento de
camundongos com proteinas do latex de Plumeria pudica, planta laticifera, originaria da
Venezuela, encontrada na regido Nordeste do Brasil e em abundéancia na cidade de
Parnaiba no estado do Piaui. Um estudo inicial de caracterizacdo bioguimica do seu
latex foi realizado pelo laboratério de Microrganismos e Plantas da Universidade
Federal do Piaui (BIOMIC), campus Ministro Reis Velloso. Uma fracdo proteica e
solivel em &gua obtida do latex de P. pudica (PLPp) demonstrou possuir propriedades
farmacoldgicas como anti-inflamatdria, antinociceptiva (FERANDES et al., 2015),
antidiarreica (SANTANA et al., 2018). Nestes estudos, os autores demonstraram que
tais propriedades farmacol6gicas sdo atingidas quando 40 mg/kg de PLPp sdo
administrados por via intraperitoneal. Fato que estimulou consequentemente a
investigacdo de suas potencialidades em novos modelos farmacoldgicos e a avaliacdo da

toxicidade aguda e subcronica.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 PLANTAS LATICIFERAS E O LATEX

Dentre a grande variedade de plantas que compdem o Reino Vegetal, mais de
35.000 espécies exsudam latex, que tem como origem de sua palavra o latim lac, lactis e
que possui como significado “fluido”. Encontrando-se distribuidas em 40 familias, o
que corresponde aproximadamente a 10% de todas as angiospermas, compreendendo as
plantas que pertencem ao grupo das monocotiledéneas e das dicotileddneas (KONNO,
2011; RAMOS et al., 2012; PEREIRA, 2014; VIANA, 2015).

Geralmente plantas laticiferas sdo mais frequentemente encontradas em climas
tropicais, representando 12,2% das familias e 14 % das espécies desse clima. Ja no
clima temperado representam apenas 4,9 % das familias e 5,9 % das espécies (KONNO,
2011). Plantas consideradas comuns do nosso cotidiano séo laticiferas, Plumeria rubra
(Jjasmin), Calotropis procera (bombardeira), Cryptostegia grandiflora (bombom),
Euphorbia tirucalli (aveloz) e Achras sapota (sapoti) séo representantes desse grupo.
Entre as familias produtoras de latex destacam-se a Euphorbiaceae e Apocynaceae,
embora existam outras familias que produzem tais como: Papaveraceae, Moraceae,
Convolvulaceae, Asteraceae, Araceae, Alliaceae e Musaceae (PINHEIRO, 2012).

A planta produtora de latex mais conhecida mundialmente é a Hevea brasiliensis
(seringueira), espécie da regido amazonica conhecida como “arvore da borracha”. A
borracha, matéria-prima extraida da seringueira, e oriunda de seu fluido laticifero
mudou o rumo da inddstria no século XIX. A partir desta, foi gerado uma variedade de
produtos industrializados, dentre os quais se destaca 0 pneu para automotivos e as luvas
descartaveis utilizadas por profissionais da area de saude. E justamente devido a sua
importancia comercial que esta planta e seu latex sdo os mais estudados entre 0s
conhecidos (VIANA, 2015).

A producdo do latex ocorre em espécies que ndo necessariamente apresentam
uma relacdo evolutiva direta, sugerindo uma origem polifilética deste tragco (HAGEL;
YEUNG; FACCHINI, 2008). Os vasos condutores de latex presentes em plantas,
diferentemente dos ductos primarios, xilema e floema, atuam de maneira secundaria
transportando produtos intrinsecos do metabolismo vegetal os quais participam
principalmente da defesa da planta (PICKARD, 2008).

O latex é considerado uma secrecdo vegetal que se apresenta geralmente como

um liquido de aspecto leitoso, e que dependendo da planta pode ter coloracdo



avermelhada, amarelada, escura, transparente e ser mais viscoso ou ndo. Diversas partes
da planta podem conter este fluido, porém ele encontra-se de forma copiosa nos tecidos
verdes como as folhas, os frutos e o caule (PICKARD, 2008; AGRAWAL & KONNO,
2009).

Vaérias hipodteses sobre a real funcéo do latex para a planta sao propostas, e entre
estas podemos citar: excrecdo de residuos do metabolismo, cobertura de tecido
danificado e defesa da planta contra os ataques de predadores (KONNO, 2011). A mais
aceita é a de que o latex serve prioritariamente para a defesa da planta contra herbivoros
e patogenos, fato que é evidenciado, principalmente pela presenca de proteinas
relacionadas a defesa contra organismos (PINHEIRO, 2012).

Algumas espécies além de latex também exsudam resina. E o que diferencia o
latex de gomas e resinas € o fato de que estas sdo secretadas em espacos intercelulares
ou contidas em vasos mortos. O latex, por outro lado, encontra-se localizado dentro de
um sistema de canais denominados laticiferos, que sdo células vivas detentoras da
capacidade de regular a composicéo quimica do latex (PEREIRA, 2014).

Assim, considerando o aspecto anatdmico dos laticiferos, dois tipos podem ser
encontrados: os laticiferos articulados, os quais sdo formados por células sequenciais
interconectadas por perfuracdes em suas paredes celulares e os laticiferos ndo articulado
formado por uma Unica célula alongada que se desenvolve nos espacos intercelulares e
eventualmente se ramificam nos tecidos das plantas de um modo similar as hifas de
fungos. (AGRAWAL & KONNO, 2009). Apesar dessa classificacdo estrutural dos
laticiferos, ndo existe uma relagdo com o grupo taxonémico; sendo assim, diferentes
tipos de laticiferos podem ocorrer em diferentes espécies dentro de uma mesma familia
(CANAVEZE, 2012).

2.1.2 CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DO LATEX

A producéo de latex pelos laticiferos € considerada bastante varidvel assim como
suas caracteristicas fisicas e quimicas. O latex representa o contetdo citoplasmatico dos
laticiferos. O qual se apresenta como uma dispersdo coloidal, na qual a borracha
representa a fase dispersa constituida em média por 96% de hidrocarbonetos, 1% de
proteina, 3% de lipidios e tracos de magnésio, potéssio e cobre. E a fase aquosa
apresenta diferentes classes de compostos suspensos ou em solugdo, incluindo
proteinas, carboidratos, bases nitrogenadas e restos celulares (MESQUITA,;
OLIVEIRA, 2010; VIANA, 2011).



Um dos principais componentes do latex é a borracha natural, composta
principalmente de cis-1,4-poli-isopreno, muito importante para as plantas, devido as
suas propriedades fisicas como elasticidade, resiliéncia, resisténcia a abraséo e impacto,
a eficiente dispersdo de calor e maleabilidade em baixas temperaturas (AOKIA et al.,
2014).

Geralmente o latex apresenta coloragdo esbranquicada, semelhante ao leite como
acontece em Hevea brasiliensis e Carica papaya. Entretanto, algumas plantas
apresentam um fluido transparente (Nerium indicum), ou de tom amarelo-alaranjado
(Chelidonium majus), ou ainda apenas amarelo ou laranja (Ficus septica e F.
beguetensis). Nos fluidos com coloracdo branca a borracha é a responsavel pela cor e
viscosidade apresentada. Porém a concentracao deste componente varia entre diferentes
espeécies, podendo perfazer em alguns casos quase metade do latex fresco (KONNO,
2011; FERNANDES, 2014).

Varios dos compostos presentes no latex ja foram estudados e analisados quanto
suas caracteristicas bioquimicas. E estas caracteristicas estdo geralmente relacionadas as
atividades desempenhadas por este fluido na fisiologia da planta (KONNO, 2011; GU et
al., 2014).

Konno (2011) ao reunir informacdes obteve uma lista de compostos quimicos e
proteinas, como por exemplo quitinas e proteases cisteinicas, encontradas no latex de
diversas plantas e que possuem participacdo comprovada na defesa contra insetos
herbivoros. Relata-se ainda a presenca de uma grande variedade de metabdlitos
secundérios, dentre eles o isopreno um mondmero constituinte da borracha, o poli-
isopreno responsavel pela viscosidade deste fluido, além da presenca de outros
terpendides produzidos por algumas espécies. Cita-se ainda a presenca cardenolideos,
compostos fendlicos e alcaloides, compostos comumente toxicos para animais, fungos e
bactérias e que exercem seu efeito por meio de diferentes mecanismos de acéo.

O latex possui uma grande variedade de proteinas, sendo especialmente rico em
enzimas com atividades proteoliticas (MONTEIRO, 2015). O latex proveniente de
vegetais é uma importante fonte de proteases e mais de 110 familias de distintas plantas
laticiferas se caracterizam por apresentar, pelo menos, uma enzima proteolitica em sua
composi¢do quimica (DOMSALLA & MELZIG, 2008; LUZ, 2012). Diferentes
enzimas tém sido identificadas como sendo parte deste; dentre elas destaca-se a
presenca das proteases cisteinicas e serinicas (RAMOS et al., 2010; RASMANN;
JOHNSON; AGRAWAL, 2009; PATEL; SINGH; JAGANNADHAM, 2007; TOMAR;



KUMAR; JAGANNADHAM, 2008). As oxidases comumente encontradas em latex sao
peroxidases, polifenol oxidases e lipogenase (SETHI et al., 2009, KONNO, 2011).
Além disso, outras classes de enzimas como quitinases (RAMOS et al., 2010;
KITAJIMA et al., 2010, KONNO, 2011); lipases (FIORILLO et al., 2007), fosfatases
(KONNO, 2011); lisozimas, proteinas inativadoras de ribossomos (RIPs) (GIORDANI
& LAFON, 1993), beta- 1,3- glucanases (CHEYE & CHEUNG, 1995), dentre outras
séo encontradas.

No latex de H. brasiliensis, por exemplo, varios destes compostos tem
participacdo em processos fisioldgicos da planta como na biossintese da borracha, na
coagulacdo do latex e no sistema de defesa (FERNANDES, 2014, MONTEIRO, 2015).
Proteinas que contém atividade enzimética, em especial as proteases, sao indispensaveis
em alguns processos fisiologicos do vegetal, tais como no crescimento e
desenvolvimento da plantula, na germinacdo, nos ritmos circadianos, senescéncia e
morte celular programada. A maioria das proteases encontradas no latex pertence a
classe das cisteino ou as serino proteases, enquanto apenas uma foi relacionada como
aspartico protease (DEVARAJ; GWODA; PRAKASH, 2008), porém nenhuma
metaloprotease foi detectada (DOMSALLA & MELZIG, 2008). Estas enzimas sdo
capazes de ativar receptores especificos de proteases agindo desta forma como
relevantes agentes farmacoldgicos ou toxicolégicos (HAGEL; YEUNG; FACCHINI,
2008).

J& as quitinases, sdo responsaveis pela catalise da hidrdlise da ligagdo B-1,4 da
quitina, o segundo polissacarideo mais abundante do mundo. No latex geralmente
realizam funcBes relacionadas a defesa contra fungos fitopatégenos e insetos
herbivoros, uma vez que a quitina frequentemente constitui a parede celular destes
micro-organismos e a membrana peritréfica de insetos (THIMOTEO, 2011;
FERNANDES, 2014).

Essa diversidade molecular encontrada nos fluidos laticiferos sugere que este
tecido especializado esta relacionado aos aspectos defensivos da planta, demonstrados
principalmente pela ocorréncia de diferentes proteinas assinaladas como proteinas
relacionadas a patogénese vegetal e substancias causadoras de eventos toxicoldgicos ou
até mesmo letais para mamiferos (MONTEIRO, 2015).



2.1.3 POTENCIAL FARMACOLOGICO DO LATEX VEGETAL

Varios sdo os relatos sobre diferentes efeitos biologicos produzidos por plantas
laticiferas. Provenientes de relatos de origem popular ou resultados de pesquisas
cientificas, tais fontes de informacdo demonstram que praticamente todas as partes da
planta sdo capazes de causar a promocdo de atividades importantes sobre sistemas
animais ou microrganismos, desde folhas e raizes até o proprio latex. Mesmo que alguns
resultados sejam atribuidos a compostos organicos do metabolismo secundario
produzidos por estas plantas, até pouco tempo ndo havia descricbes sobre as suas
proteinas constituintes e em especial, as proteinas do latex (MARQUES, 2012;
MONTEIRO, 2015).

Agra et al. (2007) relatam o uso do latex de diferentes espécies para tratamento
das mais variadas enfermidades na medicina popular, citando como exemplo: Plumeria
rubra (jasmin), Castilla elastica (arvore da borracha do panama), Parthenium
argentatum (guayule), Synadenium umbellatum (cola nota), Jatropha mollissima
(pinhdo-bravo) e Jatropha gossypiifolia (pinhdo-roxo).

Pesquisas relacionadas a bioprospeccdo, caracterizacdo e investigacdo de
atividades bioldgicas de compostos presentes no latex de plantas tem estado presente na
literatura cientifica, assim como investigaces quanto a suas propriedades
farmacoldgicas. Destacando-se a presenca de atividades, como, antitumoral
(OLIVEIRA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2010), anti-inflamatdria (SILVA et al.,
2010), antiartriticas (SARATHA & SUBRAMANIAN, 2012), analgésica
(FERNANDES et al.,, 2015), antifungica (FREITAS et al.,, 2015), antidiarreica
(SANTANA et al, 2018),

Potenciais como anti-inflamatoério e antinociceptivo de espécies laticiferas tém
sido pesquisados (KUMAR et al., 2011; DAS et al., 2013). O extrato etandlico
proveniente do latex de Himatanthus drasticus, por exemplo, apresentou acgdo
antinociceptiva (COLARES et al., 2008) e uma substancia isolada a partir deste entdo
demonstrou ter efeito anti-inflamatério. Em outro estudo realizado por Lucetti (2010) o
latex de Himatanthus drasticus foi mais uma vez testado e sua atividade analgésica
avaliada por meio do teste de formalina, obtendo-se como resultado a presenca de
atividade analgésica inibindo tanto a fase neurogénica como a inflamatoéria. Também foi
demonstrado que o latex é capaz de inibir significativamente o edema da pata induzido

por carragenina e dextrana, assim como a migracdo de neutrdfilos para a cavidade



peritoneal induzida pela carragenina. O latex de H. drasticus apresentou ainda uma
significativa inibicdo da mieloperoxidade (MPQO) e uma diminui¢do do numero de
células que expressam atividade de dxido nitrico-sintase induzida (iNOS) na pata dos
ratos submetidos ao edema induzido por carragenina.

O latex de C. procera outra espécie bastante estudada quanto a seu latex e seu
potencial farmacoldgico, é conhecida na medicina popular por apresentar propriedades
curativas contra dermatities causadas por fungos e bactérias (OLIVEIRA, 2009). Muitas
propriedades farmacologicas ja foram demonstradas experimentalmente. Tais como o
efeito anti-inflamatorio, que foi observado ap6s a administracdo oral dos extratos
aquoso e metandlico obtidos a partir do latex de C. procera. Ambos reduzindo
significativamente o0 edema de pata induzido por carragenina e formalina.
Adicionalmente foi demonstrada uma inibicdo do infiltrado celular e do edema
subcutaneo induzido por carragenina sugerindo que o extrato desse latex exerca sua
atividade anti-inflamatoria principalmente ao inibir o0s mediadores quimicos
inflamatorios, histamina e bradicinina (ARYA; KUMAR, 2005). Outro estudo apontou
que uma fracdo proteica do latex de C. procera produz uma reducdo do rolamento e da
aderéncia de leucocitos na micromusculatura mesentérica. Efeito o qual é mediado por
uma elevacao sérica de 6xido nitrico em um modelo de peritonite em ratos (RAMOS et
al., 2009).

A atividade nociceptiva de proteinas do latex tem sido apontada usando
diferentes modelos experimentais com camundongos, por meio de testes como
formalina, placa quente e contor¢fes (SOARES et al., 2005). A atividade citotdxica in
vitro de proteinas laticiferas provenientes do latex de C. procera também foi avaliada.
LP, por conseguinte, exibiu uma consideravel citotoxicidade IC (50), com valores
variando entre 0,42-1,36 pg/ml em células da linhagem SF295 e MDA-MB-435,
respectivamente. Adicionalmente quando células mononucleares saudaveis do sangue
periférico foram expostas a LP (10 g/ml) por 72 horas, nenhum efeito notavel em sua
morfologia ou viabilidade foi observado (OLIVEIRA, 2007).

2.2 0 GENERO PLUMERIA L. E A ESPECIE Plumeria pudica (JACQ., 1760)

Plumeria pudica é uma planta laticifera pertencente ao Género Plumeria, a
familia Apocynaceae e a subfamilia Plumieroideae. Género que possui uma abrangéncia

de 130 espécies, as quais se encontram amplamente distribuidas nas regifes tropicais do
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mundo. Sua denominacgdo € uma homenagem ao botanico Charles Plumier, pesquisador
que o descreveu.

As Plumerias destacam-se principalmente pela presenca de metabdlitos
especiais do tipo iridéides, mas também pela presenca de substancias das classes dos
terpenos, alcaloides indolicos, acidos fendlicos, flavondides glicosilados, lignanas e
cumarinas (CORNELLIUS, 2006; BROW, 2008; ARAUJO, 2009). Vérias espécies
deste género também sdo conhecidas por sua importancia medicinal, muitas vezes
relacionadas a seu latex que se apresenta frequentemente como enérgico e corrosivo
(CHOUDHARY; KUMAR; SINGH, 2014).

No Brasil a familia Apocynaceae esta presente em diversos biomas, abrangendo
cerca de 850 espécies e 90 géneros, possuindo grande importancia devido a diversos
exemplares com potencial medicinal. InUmeras espécies desta familia sdo utilizadas na
medicina moderna, destacando-se as pertencentes aos géneros Catharanthus,
Aspidosperma, Macrosiphonia, Mandevilla, Rauwolfia, Himatanthus, Strophantus e
Plumeria (JUNIOR; GARCEZ; GARCER, 2013).

Plumerias sdo conhecidas como extraordinarias plantas ornamentais e muitas
vezes sendo encontradas em cemitérios. Possuem como caracteristica serem bem
adaptadas as intempéries climéaticas como calor, seca e até mesmo elevada pressdo
atmosférica. Devido a beleza de suas flores sdo facilmente encontradas como plantas
ornamentais em pracas e jardins de muitas regides. Vérias de suas espécies sdo usadas
na India e Indonésia como plantas ornamentais, em virtude do aroma de suas flores.
Enguanto no Havai e Taiti, sdo utilizadas para a confec¢do de colares, simbolizando
“boas-vindas” (NELSON, 2009; PINHEIRO, 2012).

A P. pudica, proveniente da América tropical pode ser encontrada desde o sul do
México até o norte da América do Sul, e de forma copiosa na India. No Brasil é
conhecida popularmente como Jasmim-do-caribe ou buqué-de-noiva, devido ao arranjo
de suas flores. Na Venezuela outro pais onde se encontra amplamente distribuida recebe
diferentes denominagdes como papola branca, atapaima branca, tamaiba ou floripondio
(SHINDE; PATIL; BAIRAGI, 2014; SANTANA, 2016).

Considerada um arbusto ou uma pequena arvore que cresce entre 3 a 4 metros de
altura. A P. pudica (Figura 1) possui casca na cor cinza suave, folhas simples, muitas
vezes comparadas a forma de colher, com peciolo curto, brilhantes e de coloragédo
verde-escura. Uma particularidade dessa espécie é que costumam perder suas folhas, em

periodos de estiagem prolongada ou durante invernos muito rigorosos. Na extremidade
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dos ramos, suas flores brancas e centro amarelado com 4 ou 5 centimetros séo sempre
formadas em aglomerados. Ao contrério de outros jasmins, suas flores ndo tém perfume
e sdo infundiformes medindo de 5 a 6 cm florescendo grande parte do ano, de abril a
dezembro. Apresentam frutos cilindricos com cerca de 10-15 cm de comprimento
normalmente suportado em pares. Conta ainda com a presenca de galhos grossos, moles
e quebradicos, e que produzem latex branco em abundancia (VIANNA, 2011; BROWN,
2013).

A P. pudica é normalmente indicada para arborizacdo urbana, de pracas, parques
e areas degradadas, pois apresenta facilidade de germinacdo e manutencdo. Uma vez
que podem crescer desde florestas a solo secos, preferindo alguns lugares, como
encostas rochosas abertas e muitas vezes calcaria (BROWN, 2013).

‘.
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Figura 1. Planta Plumeria pudica e seu aspecto geral. A- Arvore B- Flor C- Folha

2.2.1 POTENCIAL FARMACOLOGICO DO GENERO Plumeria

Além de ornamentais, as espécies de Plumeria apresentam uma ampla
diversidade fitoquimica e sendo muitas vezes utilizadas com finalidades terapéuticas.

Na India, sdo utilizadas para diversos fins como remédio para diarreia, coceira, tosse,
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febre, sangramento e até mesmo tumores (DEVPRAKASH et al., 2012). Na América do
Sul, ché& das folhas, da casca e da madeira sdo usados como anti-helmintico e purgativo.
Ja a polpa do fruto, o latex e a casca do tronco servem na Asia Oriental e em algumas
regides da América do Sul como abortivo, para dor de dente, doencas de pele e para
tratamento da sifilis (CORNELIUS, 2006; GUPTA, 2006; NELSON, 2009).

Espécies de Plumerias como a P. rubra, P. bicolor, P. lancifolia, P. acuminata,
P. alba, P. acutifolia, P. obtusa e P. abtusifolia foram pesquisadas quanto a seus
aspectos fitoquimicos (CORNELIUS, 2006). E apresentaram como resultado
associacOes destas espécies com atividades bioldgicas como o que ocorreu em P.
acuminata para as acdes anti-inflamatéria (GUPTA et al., 2006); antinociceptiva e
antipirética (GUPTA; MAZUMDER; GOMATHI, 2007). Para P. rubra com as anti-
inflamatdria e antinociceptiva (DAS et al., 2013) e P. alba para as atividades
antibacteriana e antifungica (RADHA; SRIRAM; NARAYANAN, 2008).

Outras atividades farmacologicas também foram apontadas para a especie
Plumeria rubra como atividade analgésica, antélgica e antibacteriana (KUIGOUA et
al., 2010). Freitas et al. (2010) demonstraram que proteinas isoladas do latex de P.
rubra apresentam atividade antioxidante e proteolitica in vitro. Chanda et al. (2011) em
estudo realizado, apontaram que proteases isoladas deste latex tem atividade anti-
inflamatoria e cicatrizante. Ja Pinheiro (2012) e Alencar et al. (2015) mostraram um
efeito protetor apresentado por uma fracdo isolada do latex de P. rubra em leséo
gastrica induzida por etanol.

Fernandes et al. (2015) em um estudo pioneiro submeteu o latex proveniente da
P. pudica a procedimentos de centrifugacdo e didlise obtendo uma fragcdo rica em
proteinas, a qual foi denominada de PLPp. Esta fracdo foi primeiramente investigada
qguanto a presenca de proteinas frequentemente encontradas em fluidos laticiferos, na
qual identificou-se o perfil proteico de PL por meio de eletroforese evidenciando a
presenca de proteinas com massa molecular aparente variando de 14,0 a 45,0kDa. Além
disso foram detectadas por ensaios colorimetricos proteinases cisteinicas e serinicas,
inibidores de metaloproteases e quitinas. Em seguida, a PLPp foi estudada quanto a
presenca de atividade anti-inflamatdria e anti-nociceptiva utilizando diferente modelos
animais experimentais. Neste estudo, os autores observaram que PLPp promoveu
resultados como a inibicdo do edema de pata induzido por carragenina de modo dose
dependente (melhor dose 40mg/kg) em um evento que foi acompanhado pela reducgéo

da atividade de mieloperoxidase no tecido inflamado. PLPp mostrou-se também capaz
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de reduzir a inflamacdo induzida por diferentes mediadores quimicos inflamatorios
(histamina, serotonina, bradicinina e prostaglandinas Ez). E por fim a fracdo estudada
ainda inibiu as contor¢des abdominais induzidas por &cido acético e reduziu a
lambedura de pata no modelo de formalina, mas apenas na primeira fase, a neurogénica.
Contudo ndo conseguiu prolongar o tempo de permanéncia dos animais sobre a placa
quente.

Uma vez que a fracdo proteica do latex de P. pudica (PLPp) apresentou acdo
anti-inflamatoria, esta foi investigada quanto a capacidade de inibir a diarreia
inflamatdria induzida pela administracéo de 6leo de ricino por via oral em camundongos
(SANTANA et al.2018). Como resultado foi observado que o pré-tratamento dos
animais com diferentes doses de PLPp promoveu a inibi¢do da diarreia dos animais,
sendo a dose de 40 mg/kg a que apresentou melhor capacidade de inibicdo (59,7%). A
reducdo das fezes diarreicas foi acompanhada pela diminuicdo da severidade da diarreia
avaliada pela consisténcia das fezes na regido perianal dos animais, a0 mesmo tempo foi
capaz de reduzir o volume do conteudo intestinal (40% de inibi¢do) e da motilidade do
transito gastrointestinal (32%). A acdo antidiarreica de PLPp foi acompanhada pela
reducdo da atividade de MDA e aumento nos niveis de GSH tecidual no intestino dos
animais, demostrando a presenca de um efeito protetor do processo oxidativo. Neste
estudo, a participagdo de proteinas na atividade investigada também foi confirmada uma
vez que a acdo antidiarreica de PLPp foi abolida quando esta era submetida a
desnaturacdo térmica antes de ser administrada nos animais.

Estes resultados demonstram o potencial farmacoldgico de proteinas presentes
no latex desta espécie, e estimulam a investigacdo para outras potencialidades para o
material. Estudos preliminares vém demonstrando a capacidade de PLPp em proteger
animais das doencas inflamatdrias intestinais (Doenca de Crohn e Colite Ulcerativa)
induzida por &cido acético (dados ndo publicados). Por isso, um importante passo a ser
desenvolvido envolve a continua identificacdo das moléculas presentes no latex, bem
como sua avaliacdo quanto aos efeitos toxicolégicos da administracdo aguda e

subcrénica de PLPp em animais.

2.3 PLANTAS MEDICINAIS E TOXICIDADE

A Organizagdo Mundial da Saiude (OMS) define planta medicinal como sendo

todo e qualquer vegetal que possui, em um ou mais 0rgaos substancias que podem ser
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utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam precursoras de farmacos semi-sintéticos
(WHO, 2002; 2013).

As plantas consideradas medicinais ja beneficiaram, e continuam a beneficiar a
humanidade. Estas ndo necessitaram de testes clinicos como o que ocorre normalmente
com farmacos sintéticos, habilitando seu uso tradicional ao longo dos séculos. Porém,
ainda hoje muitas sdo utilizadas para tratamento de diversas enfermidades, embora
existam medicamentos sintéticos no mercado para o tratamento das doencas. No
entanto, plantas medicinais sdo consumidas em todo o planeta, seja com pouca ou
nenhuma comprovacdo de suas propriedades farmacoldgicas e tdxicas, difundidas por
usuérios ou comerciantes (FERREIRA & PINTO, 2010; SOUSA, 2014).

Toxicidade é a capacidade de uma determinada substancia de instalar um estado
patoldgico em consequéncia de sua introducdo ou interagdo com o organismo. Esta
propriedade é verificada por meio da avaliacdo toxicoldgica obtendo-se dados como
dosagem, sinais e efeitos provocados que irdo determinar o potencial de toxicidade.
(LIMA, 2009; TURMINA, 2012).

O uso ao longo dos tempos de plantas medicinais mostrou que algumas podem
apresentar substancias consideravelmente perigosas (LUNGUINHO, 2012). Muitas
destas contém substancias capazes de desempenhar uma acao téxica sobre organismos
vivos. Exemplo dessas substancias sdo os alcal6ides beladonados, alcal6ides
pirrolizidinicos, alcaldides cumarinicos, glicosideos cianogéncos (HCN), glicosideos
cardiotoxicos, oxalato de célcio, proteinas toxicas (toxicoalbuminas), saponinas, resinas
(alcodis, cidos e fenais), dentre outros (SOUZA, 2011).

Essas diferentes substancias seriam desenvolvidas com a funcdo de proteger a
espécie dos seus predadores. Por isso, muitas podem estar acumuladas e apresentarem
uma elevada toxicidade como os glicosideos cianogénicos presentes na mandioca-brava,
e as proteinas tdxicas como a ricina contidas na mamona, alcaloides como a coniina
presentes na cicuta e estricnina, na noz- vomica (MARANHAO, 2010).

Alguns determinados efeitos toxicos de substancias presentes em plantas dignos
de relevancia e que merecem ser relatados sao os efeitos hepatotdxicos de apiol, safrol,
lignanas e alcaloides pirrolizidinicos, além da acao tdxica renal que pode ser ocasionada
por espécies vegetais que contém terpenos e saponinas e alguns tipos de dermatites,
motivadas por espécies ricas em lactonas sesquiterpénicas e produtos naturais do tipo

furanocuraminas. Componentes tdxicos ou antinutricionais, como por exemplo o acido
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oxalico, nitrato e acido erucio também estdo presentes em muitas plantas consideradas
de consumo comercial (LUNGUINHO, 2012; SILVA, 2015).

O relato de efeitos colaterais ao se utilizar o latex de forma integra para o
tratamento de doencas tem sido relacionado a presenca do cis-1,4-poli-isopreno
(borracha) ou a presenca de proteinas remanescentes em produtos manufaturados de
borracha, denominada proteinas alergénicas. Novas pesquisas tém sido feitas na
tentativa de se eliminar a fracdo correspondente a borracha e os elementos de baixo peso
molecular (FREITAS et al., 2007; RABELO, 2014). Essa remocdo do conteddo
referente a borracha, no entanto, € um processo considerado simples, no qual pos a
coleta, processos de centrifugacbes e dialises aos quais o latex é submetido, ja
conseguem garantir a recuperacdo das proteinas laticiferas por exemplo, livres de
borracha e de outros componentes do latex (ALENCAR et al., 2006, BEZARRA, 2017).

Utilizando-se da visdo cientifica, as pesquisas apontam que muitas plantas
consideradas medicinais possuem substancias agressivas e por esta razdo, devem ser
utilizadas com cuidado, respeitando seus riscos toxicoldgicos (SILVA et al., 2015).
Quando comparada com a dos medicamentos usados nos tratamentos convencionais, a
toxicidade de plantas medicinais e medicamentos fitoterapicos podem parecer de pouca
relevancia, porém representa um sério problema de salde publica (FERREIRA &
PINTO, 2010; LUNGUINHO, 2012, MARTINS; GARLET, 2016).

Toda substancia no geral € capaz de produzir efeitos toxicos, e essa capacidade
toxica esta relacionada a fatores como dose, tempo, modo e frequéncia de
administragdo. A obtencdo de dados toxicolgicos em humanos é bastante limitada
devido as questBes éticas, morais e legais. Sendo assim, a maioria desses dados é
conseguido por meio de testes pré-clinicos que utilizam animais de laboratério em
condigdes normalmente padronizadas (MARANHAO, 2010; RUPPENTHAL, 2013).

2.4 TOXICOLOGIA PRE-CLINICA DE PLANTAS MEDICINAIS

Os ensaios toxicoldgicos sdo realizados para determinar os niveis de exposi¢do
as substancias que ndo ocasionem prejuizo ao ser humano. Para isso, a determinacgéo
desse nivel deve ser feita analisando diversos niveis e parametros (MOURA et al.,
2012).

Pesquisas envolvendo estudos pré-clinicos in vivo de produtos naturais,
geralmente fazem uso de parametros bioquimicos, hematologicos e anatomopatologicos
para avaliacdo dos possiveis sinais de toxicidade (MARIZ, 2007; LUNGUINHO, 2012;
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XAVIER, 2015). Nesses estudos farmacologicos/ toxicologicos, ap0s exposi¢do as
drogas, parametros quais estdo relacionados a possiveis altera¢fes na funcdo hepatica,
como transaminases, alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase
(AST); funcdo renal, como ureia e creatinina, bem como nos parametros hematoldgicos
como eritograma, leucograma e plaquetograma, sdo, portanto, analisados. Os exames
anatomopatologicos (macro e microscopico) sdo considerados de extrema relevancia,
pois estes avaliam e analisam a estrutura e funcdo, em nivel celular. Sendo assim, a
avaliacdo desses parametros sdo extremamente importantes na determinacdo de
possiveis efeitos tdxicos de qualquer droga analisada (LUNGUINHO, 2012; LIMA,
2014; XAVIER, 2015).

Os animais tém sido empregados como modelos vivos para avaliagdo do risco
toxicoldgico de diferentes substancias e medicamentos. Porém apesar dos avancos no
desenvolvimento de métodos alternativos para avaliacdo toxicoldgica, os resultados
com melhor desempenho em termos de preditibilidade de efeitos humanos séo obtidos
em modelos classicos de experimentacdo animal. As espécies mais comumente
utilizadas em investigaces biomédicas sdo, portanto: os roedores (95%). Entre estes:
ratos e camundongos (90%), hamsters (2%) e outros (3%) (MARIZ, 2007; TREVISAN,
2012).

O primeiro movimento social a respeito de uma nova visao sobre as pesquisas
que utilizam e provocam dor em animais vertebrados foi denominado Cruelty to
Animals Act e foi escrita em 1876 (FINN & STARK, 2015). Apds essa manifestacao,
diversos autores asseguraram para o desenvolvimento de boas pesquisas deve-se
respeitar o programa 3R’s. Programa dessa forma nomeado devido as trés palavras em
inglés que regem o programa - Reduction, Refine, Replace — que em portugués
significam - Reduzir, Refinar e Substituir. Programa o qual contém como principal
objetivo reduzir o numero de animas utilizados em pesquisas, além de buscar o
aperfeicoamento de técnicas as quais permitam diminuir o sofrimento dos animais e
substituir animais por outras formas de vidas, como os estudos in vitro (CRUZ &
ANGELLIS, 2012; MOURA et al., 2012).

No Brasil, o estudo pré-clinico de plantas medicinais esta regulamentado pela
RDC N° 90 de 16 de marco de 2004 a qual norteia alguns ensaios de toxicidade aguda,
toxicidade de doses repetidas e de longa duracdo (trinta dias a um ano, a depender da
frequéncia do produto) (BRASIL, 2004). Esses ensaios 0s quais possuem como objetivo

a comprovacao da eficacia e a toxicidade das plantas visando os seus beneficios para o
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ser humano. Ao mesmo tempo em que permitem analisar o perfil de possiveis efeitos
adversos relacionados as doses utilizadas e a um possivel mecanismo de agdo em
inimeras espécies de animais de experimentacdo (MARANHAO, 2014).

Uma das formas de proceder a avaliacdo toxicologica ¢ através da administracdo
de quantidade do composto em estudo ou doses do extrato em animais podendo ser
realizada a toxicidade aguda, subcronica ou cronica (LIMA, 2009; TURMINA, 2012).
A toxicidade aguda refere-se aos efeitos toxicoldgicos provenientes da administracdo da
substancia, em doses Unicas ou maltiplas, em um periodo de 24 horas e seus efeitos em
até 14 dias ap6s a administracdo. Nesse tipo de estudo as informacdes conseguidas
devem ser utilizadas para subsequentes pesquisas a respeito da toxicidade prolongada
(MARIZ, 2007; MARANHAO, 2010).

A toxicidade prolongada (toxicidade subcrénica com duracdo de 20 dias até 90
dias e cronica com duracdo de 6 meses a 1 ano) considera e caracteriza todos os efeitos
causados por uma determinada substancia quando administrada diariamente em animais
de experimentacdo, em doses antecipadamente estabelecidas e por extensos periodos.
Os parametros béasicos a serem avaliados durante esse processo sdo as modificacdes
observadas referentes a atividade motora e comportamental, a cor e textura dos pelos e
na frequéncia cardiorrespiratoria. Com a finalizacdo do experimento os animais devem
ser sacrificados para coleta de sangue (andlise dos parametros bioquimicos e
hematoldgicos) e remocao de 6rgaos para analises macro e microscopica (VILHENA,
2012; LIMA, 2014).

O conhecimento a respeito da toxicidade das plantas medicinais é de extrema
importancia para a condugdo do tratamento dos pacientes visando diminuir 0S riscos.
Alguns episodios sobre os efeitos tdxicos que as plantas medicinais podem oferecer sdo
conhecidos. Dentre eles pode-se citar o comprometimento do figado e danos hepaticos
agudos como hepatites causadas por plantas contendo alcal6ides pirrolizidinicos,
principalmente envolvendo certas plantas como a cavalinha (Teucrium chamaedrys L.),
confrei (Symphytum officinale L.), valeriana (Valeriana officinalis L.), escutearia
chinesa (Scutellaria ser baicalensis Georgi), aloe vera (Aloe barbadensis Mill.). Existe
ainda um relato de caso envolvendo um transplante hepatico em uma mulher jovem
americana a qual utilizava suplemento contendo kava-kava (Piper methysticum G.
Forst). Nefropatias seguidos de rapida faléncia renal pela ingestdo de plantas chinesas
também tem sido relatada (BEZERRA, 2015).
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Deste modo, os estudos da toxidade de drogas candidatam a agentes
farmacoldgicos principalmente aquelas provenientes de produtos naturais, torna-se de
fundamental importancia (LUNGUINHO, 2012). Nota-se que a avaliacdo de toxicidade,
especialmente de medicamentos fitoterpicos, € um processo tido como muito
significativo na promoc¢édo do uso racional de tais produtos. Entretanto, processo este,
que deve ser planejado e desenvolvido de modo otimizado para que os melhores
resultados possiveis sejam obtidos sem desperdicio de recursos (MARIZ, 2007).
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3 OBJETIVOS
3.1 GERAL

Avaliar os aspectos toxicoldgicos do tratamento de camundongos com proteinas

do latex da Plumeria pudica (PLPp) em modelo de toxicidade aguda e subcronica.

3.2 ESPECIFICOS

v" Obter uma fracéo proteica (PLPp) solGvel em agua a partir do latex de P. pudica;

v Investigar a toxicidade aguda e subcrbnica da administragio de PLPp em
camundongos Swiss;

v’ Determinar os efeitos da administracdo de PLPp no perfil hematoldgico de
camundongos (contagem total e diferencial de leucdcitos);

v' Analisar os parametros bioquimicos (ALT, AST, creatinina, ureia) do fluido
sanguineo dos camundongos tratados com PLPp;

v" Verificar possiveis alteracfes histologicas em 6rgdos vitais (figado, baco e rim) dos
camundongos tratados com PLPp;

v Avaliar os niveis dos marcadores de estresse oxidativo glutationa (GSH) e
malondialdeido (MDA) em 6érgdos vitais (figado e rins) dos camundongos tratados
com PLPp;

v Medir a atividade de mieloperoxidase (MPQO) em 6rgdos vitais (figado, bago e rins)
dos camundongos tratados com PLPp;

v' Determinar a DL50 da fracdo PLPp quando administrada por via intraperitoneal;

v" Identificar proteinas em PLPp por espectrometria de massa.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 OBTENCAO DO MATERIAL
4.1.1 Coleta e processamento do latex

A espécie foi identificada e sua exsicata depositada no Herbario Delta do
Parnaiba da Universidade Federal do Piaui sob o nimero de depdsito 2432. As coletas
foram realizadas na cidade de Parnaiba-Pl. A estratégia de coleta para obtencéo do latex
de Plumeria pudica ocorreu de acordo com metodologia utilizada por Fernandes et al.
(2015) e descrita detalhadamente a seguir: O latex foi coletado apds quebra do apice
caulinar da planta em tubos de plastico do tipo “falcon” sobre um volume de agua
destilada para finalizar uma razéo de 1:1 (v:v). As amostras foram centrifugadas a 25 °C
durante 10 minutos e 5.000 x g. O sobrenadante foi submetido a dialise contra dgua
destilada durante 48 horas a 8 °C utilizando membranas com capacidade de retencao de
moléculas acima de 8 kDa. Em seguida o material foi novamente centrifugado
utilizando as mesmas condic@es descritas acima e o sobrenadante, rico em proteinas foi
liofilizado e denominado PLPp (proteinas do latex de Plumeria pudica). Este material

entdo foi utilizado em todos 0s ensaios previstos e descritos a seguir.

4.2 ESTUDO DO PERFIL TOXICOLOGICO

4.2.1 Animais

Foram utilizados camundongos fémeas (n=30) (Mus musculus, variedade Swiss)
provenientes do Biotério da Universidade Federal do Piaui. Os animais foram mantidos
em gaiolas plésticas contendo seis animais, em ambiente climatizando (24+1°C),
obedecendo ao ciclo de claro/escuro (12h/12h) e recebendo racéo e &4gua ad libitum.

Os protocolos experimentais utilizados ocorreram de acordo com as normas
internacionais e com os padrdes éticos estabelecidos pelo Comité de Etica da
Universidade Federal do Piaui (UFPI) aprovado com parecer (037/15).

Todos os procedimentos e cuidados foram conduzidos de acordo com as normas
internacionalmente aceitas para utilizacdo de animais em projetos de pesquisa e do

COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal).
4.2.2 Avaliacédo da toxicidade aguda

Os ensaios de toxicidade aguda basearam-se nas orientacGes da Organizagéo

Mundial de Saude (OMS) e da Organizacdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento



21

Econdmico (OECD), de acordo com 0 guia para testes de produtos quimicos. Foram
realizadas exposi¢cdes agudas em camundongos, por via intraperitoneal, seguindo o
protocolo 423 da OECD, com modificagdes. Os camundongos (n=12) foram divididos
em dois grupos. O grupo experimental recebeu 40 mg/kg da fracdo proteica solubilizada
em solucdo salina por via intraperitoneal durante dez dias consecutivos. Enquanto o
grupo controle recebeu 500 pl apenas de solucdo salina a 0,9%. O periodo total de
observacdo apds administracdo da dose foi de dez dias.

4.2.3 Avaliacéo da toxicidade subcronica

Os ensaios de toxicidade basearam-se nas orienta¢cdes da Organizacdo Mundial
de Saude (OMS) e da Organizacdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico
(OECD), de acordo com o guia para testes de produtos quimicos. Foram realizadas
exposicoes subcronicas em camundongos, por via intraperitoneal, seguindo o protocolo
407 da OECD com modificagbes. Os camundongos (n=12) foram divididos em dois
grupos. O grupo experimental recebeu doses Unicas e didrias de 40 mg/kg da fracédo
proteica solubilizada em &gua destilada por via intraperitoneal durante vinte dias
consecutivos. Enquanto o grupo controle recebeu apenas 500 pl de solucdo salina a
0,9%. O periodo total de observacdo foi de vinte dias. A toxicidade subcronica foi
analisada pelos mesmos parametros empregados na avaliacdo da toxicidade aguda, sem

alteracdo na metodologia.

4.2.4 Avaliacdo ponderal

Os animais foram pesados em balanca semi-analitica antes da administracdo da
fracdo PLPp em dias alternados durante os 10 dias e 20 dias de tratamento com a fragéo

PLPp. De posse dos dados, foi calculado o peso médio dos animais.

4.2.5 Contagem Total e Diferencial de Leucdécitos

Para a execucdo destes exames, ao final do tratamento com PLPp, os
camundongos foram anestesiados com uma associagdo de Ketamina (60 mg/ kg) e
Xilazina (8 mg/kg) por via intraperitoneal e procedida a coleta de sangue por meio de
puncdo cardiaca, no 11° e 21° dia para os animais submetidos a toxicidade aguda e
subcrénica, respectivamente. O sangue coletado foi entdo transferido para tubos a
vacuo, descartaveis, contendo acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA). E as amostras
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foram consecutivamente homogeneizadas por inversdo, identificadas e armazenadas a
4°C até o processamento.

Os parametros hematoldgicos dos animais como a contagem global de
leucdcitos, foi realizada em cadmara de Newbauer. Extensdes sanguineas coradas com
Hematoxilina-eosina foram confeccionadas para a contagem diferencial de leucdcitos
para posterior leitura em microscopio de Optico conforme metodologia proposta por
Couraet al., 2012.

4.2.6 Exames bioquimicos séricos

As amostras obtidas por puncdo cardiaca foram centrifugadas por cinco minutos
a 3.000 rpm para obtencdo do soro. As amostras de soro foram separadas em
microtubos de polipropileno de 1,5 ml e armazenadas a -20°C até o momento de
realizacdo das provas biogquimicas: mensuracdo da atividade sérica de alanina
aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST), além dos valores de ureia
e creatinina. As dosagens foram realizadas empregando-se reagentes comerciais
padronizados (Labtest®) e lidas posteriormente em um espectrofotémetro UV-Visivel

utilizando-se o modo fotométrico.

4.2.7 Avaliacdo da massa dos 6rgaos

Apos certificagdo da anestesia, 0s animais foram submetidos a eutanésia por
deslocamento cervical e em seguida uma laparotomia foi realizada de modo a expor as
cavidades para obtencéo de figado, baco e rins dos animais tratados com PLPp ou salina
0,9 %. Estes tiveram suas massas absolutas aferidas em uma balanca analitica e as suas

respectivas massas relativas calculadas.

4.2.8 Avaliacdo histopatoldgica

Apds a eutandsia figado, baco e rins retirados dos animais foram fixadas em
formalina tamponada 10%. As amostras foram processadas em diferentes etapas dentre
elas a desidratacdo em series crescentes de etanol (70-100%) (Dindmica®),
diafanizagdo em xilol (Cromoline®), seguido de inclusdo em parafina histoldgica
(Dinamica®). Os blocos de inclusdo foram seccionados, em micrétomo convencional,
em uma espessura de 5,0 um. As laminas foram preparadas com os cortes obtidos, os
quais foram submetidos ao processo de coloracdo tradicional pela técnica da

hematoxilina e eosina (Dindmica®) para posterior examinagdo em microscépio optico.
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Na avaliacdo das laminas, considerou-se padrdo de normalidade para o figado:
bom estado de conservacdo, homogeneidade de aspecto, identificacdo de lI6bulos
hepaticos integros, espagoporta integro e veias hepaticas bem definidas; corddes de
sinusdides presentes, integros, confluindo para veia centro-lobular. Nos capilares
sinusdides entendeu-se como normal a presenca de algumas hemacias. Nas células
hepéticas, consideraram-se normais aquelas com um ou mais nucleos integros, em geral
centralizados, e nucléolos bem evidentes. No citoplasma, foi considerado padrdo de
normalidade encontrar areas basofilas e eosinofilas. Nos rins, a normalidade obedeceu
aos quesitos: bem conservados, apresentando corpusculos renais e tubulos contorcidos
proximais e distais integros; os glomérulos formados por capilares, células endoteliais e
mesangiais sem alteracBes histoldgicas. Outros itens avaliados: cdpsula de Bowman
integra, presenca de células cubicas ou poliédricas, apresentando citoplasma eosindéfilo e
nicleo arredondado. Na regido medular, analisaram-se as alcas de Henle junto aos
capilares e tubulos coletores, estes com citoplasma bem delimitado e nucleo esférico,
quando dentro da normalidade. Para o bago foi considerado para avaliacdo de
normalidade a integridade do tecido, polpas evidentes e organizadas, nucleos e
citoplasma integros, auséncia de necrose.

Para avaliar as alteracfes dos respectivos érgdos foram considerados: coloracao
padrdo ja bem estabelecida para as estruturas, alteracdo na morfologia de nucleos,
rompimento de limites de alguma organela citoplasmatica, presenca de congestdo
vascular, areas com infiltrado inflamatério, congestdo de vasos e capilares, nicleos com
cromatina extremamente condensada, edema, esteatose e areas de degeneragdes

reversiveis (hidrdpica e gordurosa) e irreversiveis (necrose e apoptose).

4.3 AVALIACAO DO ESTRESSE CELULAR E DAS DEFESAS ANTIOXIDANTES
4.3.1 Determinacdo dos niveis de glutationa (GSH)

A concentracdo de glutationa reduzida (GSH) foi determinada de acordo com o
método proposto por Sedlak & Lindsay (1968). Amostras de tecido de figado e rins
correspondentes aos animais tratados com a fragcdo PLPp ou salina 0,9% durante 10 dias
e 20 dias respectivamente, foram homegeneizadas em EDTA 0,02M para consequente
preparagdo de um homogenato a 10%. A seguir, aliquotas de 400ul do homogenato
foram adicionadas a 320ul de agua destilada e a 80ul de acido tricloroacético (TCA) a

50%. Em seguida o material passou por centrifugacdo a 3000rpm por 15 minutos a 4°C.
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Apobs a centrifugacédo, 400ul do sobrenadante foi retirado e misturado a 800ul de tampéo
Tris 0,4M (pH 8,9) e 20ul de DTNB (reagente de Ellman) 0,01M. A mistura por fim
agitada durante 3 minutos e sua absorbancia mensurada a 412nm em espectrofotdmetro.

Os resultados foram expressos em pg de GSH/g de tecido.

4.3.2 Determinacdo dos niveis de malondialdeido (MDA)

A dosagem dos niveis de malondialdeido em figado, baco e rins dos animais
tratados com a fracdo PLPp, foram determinados pelo método de Mihara & Uchiyama
(1978). Amostras de tecido foram homogeneizadas em KCI gelado 1,15% para
preparacdo de um homogenato a 10%. Em sequéncia, aliquotas de 250ul do
homogenato foram adicionadas em tubos contendo 1,5ml de H3POs a 1% e 500ul de
uma solucdo de acido tiobarbitdrico aquoso (0,6%). Posteriormente, 0s tubos passaram
por aguecimento, por um periodo de 45 minutos, em um banho de agua a 100°C, a
mistura reacional foi entdo resfriada em um banho de &gua gelada, com a seguida da
adicdo de 4ml de n-butanol. N-butanol foi acrescentado, as amostras que seguiram para
agitacdo em um misturador “vortex” por um minuto, ¢ posteriormente centrifugadas a
1500rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi mensurado a uma absorbancia de 520 e
535nm, e o resultado foi obtido pela diferenca da absorbéncia nas duas leituras. Os
resultados foram expressos em nmol/g de tecido.

4.3.3 Avaliacdo da atividade da mieloperoxidase (MPO)

A atividade de MPO no figado, baco e rins, dos animais tratados com a fracdo
PLPp, foram dosados através de técnica descrita por Bradley et al., (1982). Fragmentos
de tecido foram macerados em 1mL de tampdo fosfato de potassio com 0,5% de
hexadecil-trimetil-amodnio brometo, na propor¢do de 1mL de tampdo para 50mg de
tecido. O homogeneizado foi centrifugado a 40.000 x g durante 20 minutos a 4°C. Ao
término desse processo, houve a pipetagem do material em duplicata, 10uL do
sobrenadante ¢ 200uL. de uma solu¢do de o-dianisidina (5mg/3mL tampdo fosfato)
contendo 15puL de H202 1%, nos pogos de uma placa de emsento de 96 pocgos. Foi
avaliada a mudanga na absorbancia, a 450nm, entre os tempos 0 e 1 minuto e 0s

resultados foram expressos como Unidades de MPO/mg de tecido.
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4.4 ANALISE ESTATISTICA

De todos os experimentos foram calculadas as médias + EPM de certo numero
de eventos (n) em cada grupo. A diferenca estatistica entre os grupos foi determinada
através de analise de variancia (ANOVA) e a comparacdo entre as médias foi feita pelo
teste de Student-Newman-Keuls ou teste de Tukey. Uma diferenca de p<0,05 foi

considerada estatisticamente significativa.

4.5 DL 50 MEDIANA

A DL50 Mediana foi avaliada de acordo com o protocolo experimental
Guideline 423 da OECD (OECD, 2001), o qual determina o valor da dose letal
conforme a dose empregada do provavel agente toxico e 0 nimero de animais mortos.
Os ensaios foram iniciados com a dose de 300 mg/kg conforme apresentado na Figura 2
e seguindo a proposta da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio /
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA). Os experimentos foram
conduzidos posteriormente com a dose limite de 2000 mg/kg. Os animais (n=6)
receberam via intraperitoneal 1mL de PLPp em dose Unica. Os camundongos foram
privados da alimentacdo por duas horas antes do inicio do experimento e por mais duas
horas ap6s a administracdo de PLPp. A &gua foi oferecida ad libitum até termino dos
experimentos. E o periodo total de observacdo apds administracdo da dose Unica foi de
14 dias.

Observagdes comportamentais sistematicas foram realizadas avaliando o
screening hipocratico, sendo o0s seguintes parametros avaliados: atividade geral
(frequéncias de locomocéo e levantar dos animais), frémito vocal, irritabilidade, reflexo
das corneas, reflexo auricular, resposta ao aperto de cauda, resposta ao toque, contorgao,
posicdo do trem posterior, reflexo de endireitamento, tdnus corporal, forca para agarrar,
ataxia, tremores, convulsdes, enrijecimento da cauda ou cauda ereta (straub tail),
hipnose, anestesia, ptose, lacrimagdo, miccdo, defecacdo, piloerecdo, hipotermia,
respiracdo e cianose que englobam caracteristicas relacionadas ao sistema nervoso
central e autbnomo, ao sistema psicomotor e ao sistema sensorial. Estas observagdes
foram mensuradas em escores (0-4), sequndo Brito (1994) (anexo I1). Os animais foram
avaliados aos 30 minutos, 1 h, 1h 30, 2h, 2h 30, 3h, 4h, 5h, 6h, 7h, 8h e 24h e a partir de

entdo diariamente, até o 14° dia apos o tratamento (Anexo 3).



i '
50 mg/kg 300 mg/kg m,
Bl
s
3 animais 3 animais

SIolldc

— O

3 (S0mg/kg) outro 3 (300mg/kg) outro

na 12 etapa resultado na 12 etapa resultado

WS B omom o e s oo 20 B 0 o
mg/kg) . - : L_L__ . :

Figura 2. Fluxograma representando a metodologia seguida para o ensaio de dose letal a partir da dose de
300 mg/kg, empregando-se trés animais de um Unico sexo por etapa. Fonte: OECD (2001).

5mg/kg

3 animais

®
e
-

O

120

GHS

4.6 ANALISE PROTEOMICA DO LATEX DE Plumeria pudica

A analise protedmica da fracdo PLPp foi realizada de acordo com metodologia
utilizada por Sousa-Filho (2016). A fracdo PLPp foi digerida com tripsina e os resultado
da digestdo foi submetido a identificacdo de proteinas a partir do espectro de massas
adquiridos em um espectrémetro de massas Synapt HDMS (Waters, Manchester, UK)
acoplado a um sistema 2D NanoUPLC-ESI. Todas as andlises foram realizadas
utilizando ionizacdo por electrospray no modo ESI (+) através da fonte
NanoLockSpray. As massas obtidas foram utilizadas para correlacdo com PMF através
do “Mascot search engine” (Matrix Science, London-UK) e o NCBI Data Bank como

banco de dados.
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5 RESULTADOS

5.1 AVALIACAO PONDERAL

Os camundongos foram acompanhados quanto a sua massa corporal durante
todo o tratamento nos ensaios de toxicidade. O peso dos animais foi devidamente
registrado antes da administracdo de PLPp, e durante o tratamento. Assim, os resultados
referentes ao peso dos camundongos tratados com PLPp na dose de 40 mg/kg para a

avaliacdo da toxicidade aguda e subcronica estdo apresentados na Figura 3.
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Figura 3: Evolucdo ponderal dos camundongos tratados com Proteinas do Latex de Plumeria pudica
(PLPp) na toxicidade aguda (A) e subcroénica (B). Os camundongos foram tratados por via intraperitoneal
com PLPp (40mg/kg) ou salina 0,9% durante 10 dias e 20 dias referentes a avaliacdo da toxidade aguda e
subcrdnica respectivamente. Os resultados sdo expressos como média £ EPM de seis animais por grupo.
PLPp vs. grupo salina (P<0,05); ANOVA seguido de teste Student-Newman-Keuls.

Considerando-se a diferenca entre o peso inicial e o peso final dos animais de
cada grupo, os resultados obtidos com a dose de 40 mg/kg demonstraram que a fragédo
PLPp ndo interferiu no desenvolvimento ponderal dos animais. N&do havendo diferenca
significativa entre os grupos tratados com PLPp 40 mg/kg e os grupos controles (salina)

tanto para a toxicidade aguda quanto para a toxicidade subcronica.

5.2 CONTAGEM TOTAL E DIFERENCIAL DE LEUCOCITOS

No tocante a avaliacdo de pardmetros hematoldgicos, os resultados da contagem
total e diferencial de leucocitos estdo apresentados na Tabela 1. Os animais testados
para o grupo de toxicidade aguda na dose 40 mg/kg com PLPp, por via intraperitoneal,
tiveram seus resultados comparados com os animais controle (salina), ndo sendo
constatada diferenca significativa para os resultados do leucograma. Para o0s

camundongos pertencentes ao grupo de toxicidade subcrénica também nédo foi
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observada uma diferenca significativa no valor do leucograma dos animais que

receberam PLPp em relagdo ao grupo controle (salina).

5.3 EXAMES BIOQUIMICOS SERICOS

Para o estudo analitico da toxicidade de PLPp, os pardmetros bioquimicos foram
avaliados (Tabela 2). Em relacdo aos marcadores de hepatotoxicidade, os resultados
revelaram aumento significativo de AST no grupo tratado com PLPp 40 mg/kg durante
10 dias (toxicidade aguda) em comparacdo com o controle salina. No entanto, ndo
houve diferenca significativa para o nivel de AST entre o grupo PLPp 40 mg/kg tratado
durante 20 dias (toxicidade subcronica) em comparagcdo com seu controle salina. Para
avaliacdo de ALT, ndo houve diferenca significativa entre o grupo controle e 0 grupo
PLPp 40 mg/ kg tanto para a toxicidade aguda quanto para toxicidade subcrénica. Além
disso, os valores encontrados para ALT estdo dentro dos limites considerados normais,
enquanto nota-se que para AST o0 grupo experimental PLPp pertencente a toxicidade
aguda encontra-se acima do valor considerado de referéncia.

Quanto aos marcadores da funcdo renal, ureia e creatinina ndo houve diferencas
significativas entre os grupos PLPp 40 mg/ kg referentes a toxicidade aguda e
subcrbnica em relagdo aos seus respectivos controles (salina). Para ureia e creatinina
nota-se que os valores encontrados estdo dentro dos limites considerados normais para a

espécie utilizada para a avaliacédo
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Tabela 1. Contagem total e diferencial de leucdcitos a partir do sangue periférico de camundongos tratados com Proteinas do latex de Plumeria pudica (PLPp) na toxicidade
aguda e subcrénica.

Contagem diferencial de leucéticos (103células/pl)

Tratamento Dose Total leucdcitos
. -

(mg/kg/dia) (10°células/pl) Basofilos Eosinofilos Neutrofilos Linfécitos Mondcitos
- salina - 5680+£0482  0009+0009 0125+0053  0,752+0,122  4,601+0525 0,192+ 0,058

Toxicidade
Aguda PLPp 40 5233+0435  0044+0016 0098+0043  0779+0172  4,169+0530 0,143 + 0,032
Toxicidade Salina - 5947+0398  0030£0020 0019+0013  1217+0116 4,367+0,393 0,156+ 0,036
Subcronica PLPp 40 5467+0391  0,000£0000 0019+0012  0836+0075 4,400+0,339 0,211 0,043

Os dados séo apresentados com média = E.P.M. de seis animais. Nenhuma significancia estatistica foi observada entre os grupos. ANOVA seguido de Student-Newman-
Keuls, (p<0.05).

Tabela 2. Parametros Bioquimicos dos camundongos tratados com Proteinas do latex de Plumeria pudica (PLPp) na toxicidade aguda e subcronica.

Toxicidade Aguda Toxicidade Subcrénica
Parametros Valor de Referéncia
Salina PLPp P Salina PLPp P
AST( IU/L) 111,90 +4,92 245,10 +25,88 0,0047* 166,10 + 30,51 125,30 + 27,07 0,6181 128 + 60,62
ALT( IU/L) 64,31+ 2,95 49,76 + 5,23 0,4594 57,40 + 5,96 45,61 + 8,78 0,5648 49 + 22,6°
Ureia(mEg/L) 56,62 + 3,34 54,09+ 1,14 0,9926 72,77 £6,11 52,14 + 8,67 0,0967 37+16°2
Creatinina(mEg/L) 0,28 £0,01 0,024 +0,17 0,9976 0,22 +0,13 0,38+0,15 0,8663 0,3+ 1,00°

Os dados sdo apresentados com média + E.P.M. de seis animais. * vs grupo salina toxicidade aguda. ANOVA seguido por teste de Tukey, (p<0.05). Fonte: # Loeb & Quimby,
1999.  Harkness &Wagner,1993.
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5.4 AVALIACAO DAS MASSAS DOS ORGAOS

Os pesos meédios dos 6rgdos (figado, baco e rins) dos camundongos fémeas dos
grupos tratados com a fracdo PLPp 40 mg/kg ou salina 0,9%, mensurados durante a
coleta do material para andlise histopatologica estdo apresentados na Tabela 3. Os
resultados obtidos a partir do peso dos érgdos de grupos experimentais tratados com
PLPp, tanto para a avaliacdo da toxicidade aguda quanto para a avaliacdo da toxicidade
subcrénica, ndo demonstraram valores significativamente diferentes daqueles
apresentados pelos grupos controles que receberam apenas o veiculo salina durante

estes mesmos dias.

Tabela 3. Peso relativo dos 6rgdos (figado, baco e rins) dos camundongos tratados com Proteinas do
Latex de Plumeria pudica (PLPp) e avaliados para toxicidade aguda e subcrdnica.

Dose Figado Bago Rim
Tratamento . (9/100g peso (9/100g peso (9/100g peso
(mg/kg/dia)
corporal) corporal) corporal)

2 Salina - 4.18+0.10 0.91+0.08 0.55+0.049
33
S35
3 <
~ PLPp 40 4.28+0.11 0.99 £ 0.03 0.54+£0.11
8 Salina - 4.15+0.11 0.95+0.02 0.52 £ 0.047
S ‘=
S o
O p—
3
o PLPp 40 4.16 £ 0.09 0.99 £ 0.02 0.61 £ 0.06

Os dados sdo apresentados com média = E.P.M. de seis animais. Nenhuma significancia estatistica foi
observada entre os grupos. (ANOVA) seguido de Student-Newman-Keuls, (p<0.05).

5.5 ANALISE HISTOPATOLOGICA

A analise histopatoldgica do figado e baco de animais tratados (i.p) com 40
mg/kg de PLPp durante os 10 dias de avaliagdo aguda ndo indicaram sinais de
toxicidade ou lesdes teciduais para figado e bago analisados (Figura 4). Ambos
revelaram integridade tecidual se apresentando morfologicamente normais e
semelhantes ao grupo controle. No entanto, observou-se a presenca de uma leve
congestdo dos capilares glomerulares no rim do grupo experimental (Figura 4d). Essa
alteracdo histologica foi de intensidade leve, ou seja, representa menos de 25% do

campo analisado, e por isso ndo foi considerada relevante.
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Em relacdo aos grupos tratados com PLPp 40 mg/kg durante 20 dias para
avaliagdo subcrdnica ndo se observou sinais de toxicidade ou lesGes teciduais para
figado e rim (Figura 5). Ambos revelaram integridade tecidual se apresentando
morfologicamente normais e semelhantes ao grupo controle. No entanto, uma leve
congestdo no baco do grupo experimental (Figura 5f) foi observada. Essa alteracédo
histoldgica foi de intensidade leve, ou seja, representa menos de 25% do campo

analisado, e por isso ndo foi considerada relevante.
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Figura 4. Analise Histopatoldgica de orgdos vitais: (A/ B) figado, rim (C/D) e bago (E/F) dos camundongos tratados com solugdo salina (grupo controle) e 40 mg/kg de
proteinas do latex de Plumeria pudica (PLPp), durante 10 dias referentes ao ensaio de toxicidade aguda. Veia Central (estrela). Glomérulo (G). Congestdo capilar (seta).
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Figura 5. Andlise Histopatologica de 6rgdos vitais: (A/B) figado, rim (C/D) e bago (E/F) dos camundongos tratados com solucdo salina (grupo controle) e 40 mg/kg de
proteinas do latex de Plumeria pudica (PLPp), durante 20 dias referentes ao ensaio de toxicidade subcronica. Veia Central (estrela). Glomérulo (G). Tdbulo Renal (T).
Congestdo esplénica (seta).
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5.6 DETERMINACAO DOS NIVEIS DE GLUTATIONA (GSH)

Os ensaios de toxicidade aguda e subcronica foram acompanhados quanto as
defesas antioxidantes, que constituem sistemas bioquimicos que tendem a proteger as
células contra os efeitos deletérios das espécies reativas do oxigénio (EROs). Para isso,
figado e rins dos animais pertencentes ao grupo salina 0,9 % e o grupo PLPp 40 mg/kg
0s quais passaram pelo periodo de avaliacdo aguda e subcrénica, foram coletados para

dosagens dos niveis Glutationa (GSH) (Figura 6).
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Figura 6. Efeitos de PLPp sobre o indice antioxidante glutationa reduzida (GSH) em figado e rim de
animais submetidos a testes de toxicidade aguda (A) e subcronica (B) utilizando proteinas do latex de
Plumeria pudica (PLPp). Os animais foram tratados via intraperitoneal com PLPp 40 mg/kg ou salina 0,9
% durante 10 dias e 20 dias referentes aos ensaios de toxicidade aguda e subcrénica. Os resultados séo
expressos com média £ E.P.M. de seis animais por grupo. * vs grupo salina toxicidade aguda. ANOVA
seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls (p< 0,05).

O tratamento com a fracdo PLPp 40 mg/kg durante os 10 dias referentes a
avaliacdo aguda, foi capaz de manter os niveis de GSH no figado sem diferenca
significativa ao apresentado pelo grupo controle salina 0,9 %. Quanto aos valores
apresentados pelos rins dos animais, foi demonstrado que o nivel de GSH foi
significantemente maior nos grupos tratados com PLPp 40 mg/kg.

Em relagdo a avaliacéo da toxicidade subcronica os dados evidenciam um maior
nivel de GSH no figado dos animais que receberam a dose de 40 mg/ kg durante os 20
dias de tratamento, porém esse aumento ndo foi considerado significativo. Em relagdo
ao rim observou-se que ndo houve diferenca significativa entre o grupo PLPp e o grupo

controle.
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5.7 DETERMINACAO DOS NIVEIS DE MALONDIALDEIDO (MDA)

Para a avaliacdo de marcadores bioquimicos envolvidos com o0 processo
oxidativo nos ensaios de toxicidade aguda e subcronica, foi realizada a dosagem niveis
de malondialdeido (MDA) no figado, bago e rins dos animais tratados com PLPp 40

mg/kg e salina 0,9 % para avaliacdo aguda e subcrénica respectivamente (Figura 5).
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Figura 7. Efeitos de PLPp sobre o marcador de peroxidacao lipidica malondialdeido (MDA) em figado,
baco e rim de animais submetidos a testes de toxicidade aguda (A) e subcrdnica (B) utilizando proteinas
do latex de Plumeria pudica (PLPp). Os animais foram tratados via intraperitoneal com PLPp 40 mg/kg.
Os resultados sdo expressos com média + E.P.M. de seis animais por grupo. ANOVA seguida pelo teste
de Student-Newman-Keuls (p< 0,05).

Os niveis de MDA no figado, bago e rins ndo apresentaram diferenca
significativa tanto para os grupos tratados com PLPp 40 mg/kg durante os 10 dias
referente a toxicidade aguda quanto para o grupo tratado durante 20 dias relacionado a

toxicidade subcronica, em relacdo aos seus respectivos grupos controle salina.
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5.8 AVALIACAO DA ATIVIDADE DA MIELOPEROXIDASE (MPO)

Para a avaliacdo da atividade da enzima mieloperoxidase nos 6rgédos (figado,
baco e rins) ndo foi observado diferenca significativa dos grupos tratados com PLPp 40
mg/ kg durante os 10 dias de avaliacdo aguda e os 20 dias de avaliagdo subcronica

quando comparados aos seus respectivos grupos salina.
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Figura 8. Avaliacdo da atividade da mieloperoxidase (MPO) em figado, baco e rim de animais
submetidos a testes de toxicidade aguda (A) e subcrdnica (B) utilizando proteinas do latex de Plumeria
pudica (PLPp). Os animais foram tratados via intraperitoneal com PLPp 40 mg/kg. Os resultados sdo
expressos com média + E.P.M. de seis animais por grupo. ANOVA seguida pelo teste de Student-
Newman-Keuls (p< 0,05).
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5.9 DETERMINACAO DA DL 50 MEDIANA

Na dose de 300 mg/kg, nenhum dos animais apresentou mortalidade nas
primeiras 24 horas ap6s a administracdo da dose Unica de PLPp, nem durante os 14 dias
de duracdo da avaliacdo. Entretanto, observou-se que 0os camundongos apresentaram
alguns sinais de toxicidade (Quadro 1). Na primeira meia hora os animais estavam
letargicos, com diminuigdo da atividade geral, andavam com dificuldade e arrastando as
patas traseiras (trem posterior), tinham reducdo da resposta aos reflexos auricular e
corneal, assim como a estimulos como toque, aperto de cauda e ao reflexo de
endireitamento. Demonstraram ainda a existéncia de irritabilidade, ptose, piloerecéo,
hipotermia e respiracdo ofegante. A maioria desses sinais observados cessou apés a
segunda hora de avaliacdo, com excecao da ptose que esteve presente até a terceira hora,
da piloerecdo que persistiu até a sétima hora e a hipotermia que foi presente até a oitava
hora. A irritabilidade, no entanto, permaneceu presente até o 14° dia.

Também ndo foi observada mortalidade durante os 14 dias de avaliacdo nos
animais tratados com 2000 mg/kg de PLPp. Porém foi observado que os camundongos
apresentaram alguns sinais de toxicidade (Quadro 1). Apds meia hora de avaliacdo 0s
animais se apresentaram letargicos, com diminuicdo da atividade geral, andando com
dificuldade e arrastando as patas traseiras (trem posterior), com reducao da resposta aos
reflexos auricular e corneal, diminuicdo de estimulos como toque e aperto de cauda, ao
reflexo de endireitamento e forca para agarrar. Demonstraram ainda a ocorréncia da
cauda ereta, ptose, diarreia, piloerecdo, hipotermia e respiracdo ofegante. A maioria
desses sinais cessou ap06s 24 horas com exce¢do da cauda ereta que foi presente em
apenas um animal até o 11° dia, da piloerecdo que permaneceu até o 13° dia, e da
irritabilidade que foi observada até o 14° dia. ApOs o primeiro dia observou-se a
auséncia do reflexo auricular em todos os animais até o final do periodo proposto.
Assim como foi notado a auséncia de reflexo corneal em um animal até o dltimo dia de

acompanhamento. A lacrimacéo foi observada em um animal no 13° dia.
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Tabela 4. Efeitos da administracao intraperitoneal de doses Unicas (300 e 2000 mg/kg) de proteinas do
latex de Plumeria pudica em camundongos.

Dose mg/kg M/T* Tempo Sintomas
0 0/3 Nenhum
30 min Letargia, diminuigdo da atividade geral, dificuldade de
locomocdo, reducdo da resposta aos reflexos auricular e
2h corneal, diminuicdo de estimulos como toque e aperto de
cauda, ao reflexo de endireitamento e forca para agarrar,
irritabilidade, ptose, piloerecdo, hipotermia e respiracdo
ofegante.
300 073 3h Ptose (1 animal)
7h Piloerecéo
8h Hipotermia
140 dia Irritabilidade
30 min Letargia, diminuic&o da atividade geral, dificuldade de
locomogéo, redugéo da resposta aos reflexos auricular e
24h corneal, diminuicdo de estimulos como toque e aperto de
cauda, ao reflexo de endireitamento e forca para agarrar,
cauda ereta, ptose, diarreia, piloere¢éo, hipotermia e
respiracédo ofegante.
2000 0/3
11°dia Cauda ereta (1 animal)
13° dia Lacrimacéo e piloeregéo
14° dia Irritabilidade e auséncia de reflexo auricular e reflexo

corneal (1 animal)

*M/T= nimero de camundongos mortos/nimero de camundongos tratados.

5.10 ANALISE PROTEOMICA DO LATEX DE Plumeria pudica

A anédlise protedbmica por espectometria de massa revelou a presenca de 20

proteinas. Dentre todas as proteinas identificadas estdo: peroxidases, endoquitinases,

quitinas, proceraina B, taumatinas, 1-3 endo beta-glucanases e proteases cisteinicas.

Além da presenca de proteina relacionada a patogénese 4 e proteina ribonuclease H,

conforme demonstrado na tabela 4.



Tabela 5. Lista de Proteinas identificadas no latex de Plumeria pudica por espectrometria de massa.
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. . Massa Score da o o
Banda Acesso Proteina e nome do organismo Molecular (Da) Proteina Sequéncia Peptidica
Peroxidase KYYVDLMNRQ
! XP_006359049 Solanum tuberosum 39395 109 RIVSCSDIAALAARD
2 Q41596 Endoquitinase 1 35794 70 RFDQMLLHRN
Theobroma cacao
Endo-beta-1,3- glucanase RDISLDYALFRS
3 KHN14941 Glycine soja 39693 115 KAGGGSLNIVVSESGWPSSGGTATSLDNAR
KYP77074 Ribonuclease H 32247 62 KLNCDGAVADNVRA
Cajanus cajan
Endo-beta-1,3- glucanase RIYDPHQPTLQALRG
4 XP_011083774 Sesamum indicum 37988 72 RAIETYIFAMFDENQKNPEYEKH
5 KHN05804 Vignain 32359 60 KVGSVPPSVDWRK
Glycine soja
Proceraina B RSGVFSGACGPRV
6 AHX59270 Calotropis procera 39060 134 RMIALSEQELLDCERT
XP 006367558 Endo-bta-1,3-glucanase 39110 58 RVDHAVNIVGYGSEGGVNYWIVRN
- Solanum tuberosum KYIAVGNEVDPVKF
7 XP_003550321 Protease Cisteinica 53279 74 KLPDSVDWRK
- Glycine max
RTNCNFDGAGRG
Taumatina RAPGGCNNPCTVFKT
8 ALAS5569 Cryptostegia grandiflora 22948 218 KDDPTSTFTCPGGTNYRV
RLNSGQTWTINVAPGTAGARI
Endoquitinase 1 RETFNQMLLHRN
9 KHG16133 Gossypium arboreum 35711 82 RVPGYGVITNIINGGLECGKG
10 XP_006340814 Endogquitinase basica 29257 107 KWRPTGADLSAGRV
- Solanum tuberosum
Endoquitinase 1 RETFNQMLLHRN
1 KHG16133 Gossypium arboretum 35711 125 RVPGYGVITNIINGGLECGKG
12 KDO71433 Quitina tipo 1 36082 170 KSFGAFGTTGDTDTRK
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Citrus sinensis

RLPGYGVVTNIINGGIECGKG

Quitina tipo 1 KSFGAFGTTGDTDTRK
13 KDO71433 Citrus sinensis 36082 144 RLPGYGVVTNIINGGIECGKG
14 OAY70879 Protease Cisteinica Especifica de Senescéncia 37802 9% KNSWGTTWGENGYMRI

Ananas comosus
15 AGI59309 Proceraina B 24187 74 LPNSVDWRE
Calotropis procera

Quitina tipol KSFGAFGTTGDTDTRK
16 KDO71433 Citrus sinensis 36082 144 RLPGYGVVTNIINGGIECGKG
17 OAY70879 Protease Cisteinica Especifica de Senescéncia 37802 83 KNSWGTTWGENGYMRI

Ananas comosus
Proceraina KGVVFPIRN
18 AMY 15659 Calotrocis stocera 38739 162 RSGVFSGACGPRV
ISP RVDHAVNIVGYGSEGGVNYWIVRN
RSGVFSGACGPRV
. RMIALSEQELLDCERT
Procerain B
19 AHX59270 Calotronis brocera 39060 251 REKYPYIFQQGQCYQKE
PISP RTSYGCKGGYYTDAFAYVAKK
RVDHAVNIVGYGSEGGVNYWIVRN

20 AIE39008 Proteina Relacionada a Patogense 4 14914 77 RIVDQCSNGGLDLDAGVFKQ

Vaccinium virgatum
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6 DISCUSSAO

As plantas medicinais e seus derivados tem sido vastamente utilizadas como
alternativa aos medicamentos alopaticos em todo o planeta (OLIVEIRA et al., 2011).
Porém, apesar da alta aceitacdo do uso de plantas medicinais pela populagdo, estudos
que avaliam as propriedades tdxicas dessas plantas ainda sdo considerados escassos
(ALMEIDA et al., 2014). Sendo assim, essa avalicdo é necessaria para determinar a
toxicidade de produtos e estabelecer critérios para selecionar uma dose segura (FARSI
etal., 2013).

Na tentativa de estudar as propriedades farmacoldgicas e seus potenciais toxicos
o latex de P. pudica foi fracionado, e avaliado quanto a presenca dessas caracteristicas
na fracdo obtida. A fracdo proteica do latex foi escolhida como alvo da analise devido a
sua solubilidade aquosa e por ser destituida de borracha. Além de previamente ter
apresentado atividades como antinociceptiva e antiinflamatéria (FERNANDES et al.,
2015) e antidiarreica (SANTANA et al., 2018). Esses estudos por sua vez, contribuiram
ainda para a caracterizacdo e identificacdo inicial das moléculas ativas consideradas de
natureza proteica. Por conseguinte, seria entdo de grande interesse, a avaliacdo
toxicoldgica dessa fracao.

O peso corporal é um dos critérios mais utilizados para indicar o surgimento,
muitas vezes precoce, de efeitos toxicos de uma determinada substancia no organismo
animal (GONZALEZ & SILVA, 2003; PIRES-JUNIOR et al., 2012, BARBOSA,
2014). Em relacdo ao peso corporal dos animais tratados com PLPp na dose de 40mg/kg
ndo se observou qualquer alteracdo significante em relacdo a este parametro tanto para
avaliacdo aguda quanto para a avaliacdo subcrénica (Figura 3). Demonstrando desta
forma que o tratamento ndo afetou o metabolismo ou a absor¢do de nutrientes dos
animais, ja que nestes, durante o periodo de experimentacdo ndo houve uma tendéncia
de perda de peso corporal. Tais dados sdo semelhantes aos encontrados por Pinheiro
(2012) ao utilizar 50 mg/kg de uma fracdo proteica do latex de Plumeria rubra por via
endovenosa para avaliagéo de sua toxicidade e diferem dos encontrados por Bezerra et
al. (2017) com uma fracdo proteica obtida do latex de C. procera administrada por via
intraperitoneal na dose de 75 mg/kg, no qual os animais tiveram uma significativa perda
de peso nos primeiros dias de avaliacéo.

Outros sinais de toxicidade também normalmente avaliados podem ser expressos

pelas alteracdes hematoldgicas e bioguimicas, além da alteracdo da massa relativa dos
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6rgdos (GONZALEZ & SILVA, 2003; OLIVEIRA et al., 2012). A avaliagdo
hematoldgica, por exemplo configura-se como uma importante area de estudo sobre o
estado de saude dos animais e muitas vezes sdo descritas na literatura por ter alta
correlacdo em predizer toxicidade humana. Portanto, alteracbes no sistema
hematoldgico em mamiferos por determinadas substancias também sdo encontradas em
humanos na maioria das vezes (OLSON et al., 2000).

O leucograma € composto pela contagem total de leucdcitos e contagem
diferencial de leucécitos (KERR, 2003). Poucas vezes € considerado patognomoénico em
determinada doenca, no entanto as informacdes fornecidas como a contagem,
caracteristicas morfoldgicas, propor¢cdes relativas, maturacdo e modificacbes
relacionadas a inflamagdo podem ser pertinentes para compor o diagnoéstico diferencial,
para a avaliacdo da gravidade da doenca e o fornecimento do prognéstico (LATIMER &
MEYER, 1992; ALVARENGA, 2012). De maneira geral, ndo foi observada variacao
significativa na contagem total e diferencial de leucocitos dos grupos tratados com
PLPp durante a avaliacdo aguda e a subcrénica em relacdo aos seus respectivos
controles (Tabela 1). Pinheiro (2012) e Bezerra et al. (2017) ao realizarem essa
avaliacdo em seus respectivos estudos com os latices de P. rubra e C. procera ndo
observaram alteracdes significativas em comparagdo com seus respectivos controles
assim como foi visto para a fragdo PLPp.

Dentre os parametros bioguimicos analisados (Tabela 2), as provas de funcéo
hepética despertam interesse, uma vez que diversas substancias sao biotransformadas
pelo figado. Para a clinica dos pequenos animais geralmente sdo encontradas
irregularidades nas atividades séricas das enzimas hepaticas, as quais sdo consideradas
indicadores sensiveis de alteracdes hepatobiliares. Um aumento nas atividades sérico
enzimaticas podem estar relacionadas a modificacGes reversiveis ou irreversiveis na
permeabilidade celular, inducdo de enzimas ou lesGes estruturais associadas a necrose,
colestase ou isquemia hepatocelular. Processos considerados patoldgicos envolvendo o
figado podem causar elevacbes proporcionalmente distintas nas enzimas hepaticas,
relacionadas a variacdo na distribuicdo de cada enzima especifica no l6bulo hepético
(SHARON & CENTER, 1995; VASCONCELOS et al., 2007; LUNGUINHO, 2012)

As enzimas AST e ALT encontram-se no citossol das células hepaticas
(SHAHJAHAN et al., 2004). Lesdes que afetem a integridade estrutural dos tecidos
geralmente sdo refletidas com uma elevagdo de uma dessas enzimas no soro. As

concentracdes de AST no grupo que foi tratado com PLPp 40 mg/kg durante 10 dias
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relacionados a avaliacdo da toxicidade aguda revelaram um aumento significativo em
comparagao com o controle salina, porém nota-se que com a continuagdo do tratamento
esse valor reduziu significativamente, como pode-se observar no resultado apresentado
pelo grupo experimental referente a avaliacdo subcronica. Estes dados demonstram a
reversibilidade de possiveis efeitos tdxicos indica a capacidade de reacdo do organismo
ao receber a fracdo (EATON; KLAASSEN, 1996).

J& os niveis de ALT nos grupos que foram avaliados para toxicidade aguda e
subcrénica ndo apresentaram diferenca significativa em relacdo aos seus respectivos
grupos controles. A enzima ALT elevada indica um dano mais especifico no figado,
porém reduzida ndo tem correlacdo aparente com alteracGes fisiopatoldgicas
(OLIVEIRA, 2012). Conforme MOTTA (2003), AST e ALT séo enzimas encontradas
em altas concentracGes no musculo, figado e cérebro, e a elevacdo da sua atividade no
sangue pode estar relacionada a necrose nesses tecidos. Contudo, a auséncia de lesdo
microscopica no figado permite inferir que o aumento de AST nédo é decorrente de
injurias no tecido.

A alteracdo da funcdo renal é uma das consequéncias mais comuns de toxicidade
decorrente da excrecdo inadequada dos medicamentos ou de seus metabdlitos (HENRY,
2008). Desta forma, ao ocorrer falha renal, produtos de degradacdo do metabolismo, que
seriam eliminados pelos rins, especialmente substancias nitrogenadas, se concentram
levando a um aumento dos seus niveis sanguineos. Danos ao figado e rins
frequentemente resultam em aumento clinico das enzimas AST e ALT, uréia e
creatinina (AKDOGAN et al., 2003). A mensuracdo destas, portanto, s&o uma
importante ferramenta no diagndstico clinico, fornecendo informacGes sobre o efeito
patoldgico das substancias sobre alguns tecidos.

Originéaria do catabolismo protéico, a uréia é considerada um produto metabdlico
nitrogenado sintetizado no figado, resultado final da quebra de aminoéacidos,
normalmente transportada pelo plasma e eliminada pelos rins, na urina, compreendendo
de 80% a 90% do nitrogénio urinario total excretado nos mamiferos. A creatinina é
outro produto metabdlico resultado da descarboxilagdo da creatina-fosfato no musculo e
que, portanto, apresenta relacdo direta com a massa muscular e o metabolismo
energético (KERR, 2003; BUSH, 2004; THRALL, 2007; AFOLAYAN et al., 2009).

A auséncia de efeitos nesses parametros renais tanto para os grupos na avaliacéo
aguda quanto para avalia¢do subcronica sugere que a fracdo PLPp ndo ocasionou uma

falha renal j& que uma alteracdo na excrecdo desses produtos geralmente estd
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relacionada a uma elevacdo da concentracdo sorologica destes parametros (KERR,
2003; BUSH, 2004; THRALL, 2007). Pinheiro (2012) e Bezerra et al. (2017) estudando
efeitos toxicoldgicos de proteinas dos latices de P. rubra e C. procera ndo observaram
alteracdes significativas para 0s mesmos parametros bioquimicos avaliados em
comparacdo com 0s seus controles assim como foi visto para a fracdo PLPp, com
excecdo do resultado encontrado para o valor de AST no grupo referente a avaliacdo
aguda.

O peso dos 6rgéos esta relacionado de modo direto com a atividade metabolica,
bem como o préprio peso corpéreo do animal. Podendo ser considerado o indicador
mais sensivel do efeito de um composto experimental, diferencas significativas para este
fator entre animais de grupos tratados e ndo tratados (controle) podem ocorrer na
auséncia de quaisquer alteracbes morfologicas (BAILEY et al., 2004; OLIVEIRA et al,
2016). Em relacdo ao peso 6rgdos de grupos experimentais tratados com PLPp durante a
avaliagdo aguda e a subcronica, ndo demonstraram valores significativamente diferentes
daqueles apresentados pelos grupos controles que receberam apenas o veiculo salina
durante estes mesmos dias (Tabela 3). Ndo houve mudancas significativas no peso dos
orgdos figado, rim e baco segundo a avaliacdo feita por Pinheiro (2012) com PLPr
obtida a partir do latex de P. rubra e por Bezerra et al. (2017) com a fragdo proteica de
C. procera, resultados que corroboram com o encontrado para a PLPp.

A analise histopatologica é a avaliacdo utilizada para determinar o tipo e a
extensdo da lesdo de um dérgdo e que traz informacBes que ddo a definicdo da
intensidade e fase da doenca, além de possibilitar 0 acompanhamento dos tratamentos
utilizados. Para as avaliacdes de toxicidade de um agente quimico esta é uma analise
fundamental para determinar se o agente avaliado promoveu lesbes nos 6rgdos do
animal (OECD n° 420, 2001).

O estudo microscépico dos 6érgdos coletados para avaliagdo aguda da toxicidade
da fracdo PLPp (Figura 4) ndo revelou alteracbes quando comparados ao grupo
controle, tanto no figado, quanto no baco dos camundongos tratados. Porém os animais
do estudo agudo pertencente ao grupo teste, apresentaram uma leve congestao nos rins.
Além disso, a auséncia de alteracfes na concentracdo de ureia e creatinina sugere que a
fracdo PLPp n&o promoveu lesdes renais. Para a avaliagdo microscopica dos 0rgéos
coletados para avaliacdo da toxicidade subcronica (Figura 5) apenas o baco do grupo
experimental apresentou uma leve congestdo, enquanto figado e rim mostraram-se

ausentes de alteracdes. A presenga de congestdo leve, no entanto, ap6s necropsia de
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animais € um achado considerado normal, pois quando o animal morre 0 sangue
circulante permanece no 6rgao (DANTAS, 2013).

Bezerra et al. (2017) em seu estudo também avaliaram a microestrutura dos
orgdos figado, baco e rins através de analises histologicas de animais tratados com
proteinas do latex de Calotropis procera nas doses de 75 mg/kg e 150 mg/kg. Néo foi
encontrada presenca de alteragdes morfoldgicas, lesGes e/ou qualquer citotoxicidade
nesses 6rgdos, sendo mantidas a organizacao e a arquitetura dos referidos 6rgéao ao final
dos 14 dias de avaliacdo para a dose de 75 mg/kg. Entretanto, ao utilizar a dose de 150
mg/kg foi observada intensa congestdo vascular com hemossiderose, hemorragias
intersticiais e presenca isolada de células necrdticas no figado e nos rins, com maior
intensidade para o figado. O baco, porém, ndo foi afetado. Achados considerados
indicadores de um impacto negativo relacionados ao uso dessa fracdo nos 6rgaos
avaliados, e os quais ndo foram observados para a utilizacdo de PLPp ao se realizar a
mesma analise.

O estresse oxidativo em uma defini¢do toxicoldgica baseia-se na toxidade gerada
pelo acumulo de espécies reativas ao oxigénio e a perda da capacidade antioxidante, que
resulta em morte celular (LIMA, 2014). As defesas antioxidantes foram desenvolvidas
para interagir com estas espécies tdxicas, no entanto, quando ocorre um desequilibrio
entre as duas partes ha o aumento da chance de instalagdo do dano oxidativo
(PERADIN et al., 2015). Em respeito ao nivel do antioxidante GSH observou-se que
ndo houve diferenca significativa para este no figado dos animais que passaram pela
avaliacdo aguda e subcrdnica (Figura 6). E que embora tenha se notado um aumento no
grupo experimental que passou pela avaliagdo subcrbnica este ndo se mostrou
significante. Quanto aos rins dos animais um aumento significativo durante a avaliacdo
aguda foi observado, com sua seguida reducdo no grupo referente a toxicidade
subcronica.

A glutationa (GSH) é um tripeptideo tiolado contendo cisteina tida como
abundante em células de mamiferos, e a qual € utilizada como substrato para as enzimas
GSH transferases e peroxidases. Outras fungdes da GSH estdo relacionadas a sua
participacdo no armazenamento e transporte de cisteina, além da regulacdo do balanco
redox. Deste modo a GSH ¢é considerada o antioxidante intracelular mais importante
(HALLIWELL, 2012; HALLIWELL, 2013), pois atua na protecdo celular contra
mudancas no quadro oxidativo e na defesa contra xenobioticos. Variagdes nos seus

niveis podem afetar diretamente a sintese de proteinas e de DNA, adicionalmente sua
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oxidagio ou deplecdo do GSH podem diminuir a sintese proteica (JORDAO et al.,
1998).

Os niveis de MDA revelaram ndo apresentar diferenga significativa entre o0s
grupos experimentais e 0s grupos controles tanto para a avaliacdo aguda quanto para a
avaliacdo subcronica do tratamento com PLPp (Figura 7). Bezerra et al. (2017)
investigando o latex de C. procera assim como neste estudo nao encontraram diferengas
significativas quando fizeram a andlise desse marcador. Todos os elementos celulares
sdo suscetiveis a acdo das EROs, porém a membrana é uma das mais atingidas devido a
peroxidacdo lipidica (lipoperoxidacdo), que ocasiona alteracfes na sua estrutura e
permeabilidade. Deste modo, ha a perda da seletividade na troca idnica e liberacdo do
contetido de organelas, como as enzimas hidroliticas dos lisossomas, além de ocorrer a
formacdo de produtos citotoxicos como o malondialdeido (MDA). Essa producdo de
MDA reflete a peroxidacdo lipidica causada pelo dano oxidativo, assim como pode
também estar associada aos mecanismos de envelhecimento, de cancer e a exacerbacao
da toxicidade de xenobiéticos (DMITRIEV & TITOV, 2010; AKINDELE et al., 2015;
PERADIN et al., 2015).

Avaliou-se a quantificacdo da atividade da enzima mieloperoxidase (MPQO) no
figado, rim e baco dos camundongos, como medida indireta de infiltrado neutrofilico,
uma vez que esta enzima estd presente, em sua forma inativa, nos granulos destas
células (DALLEGRI & OTTONELLO, 1997). Ndo sendo encontrado, portanto,
diferenca significativa entre 0s grupos experimentais que receberam PLPp e 0s grupos
controles tanto para avaliacdo aguda como para a subcronica (Figura 8). Os radicais
livres, além de oxidarem os sistemas e membranas celulares, atuam ainda como fatores
quimiotaticos, atraindo e ativando neutrofilos. Os quais por sua vez secretam enzimas
proteoliticas (mieloperoxidases, elatases, proteases, etc.), sintetizam prostaglandinas e
liberam mais radicais livres criando um ciclo vicioso (WELBORN et al, 1991). O papel
da MPO nesse processo é gerar espécies reativas do oxigénio (ROS) como parte da
resposta imune inata do hospedeiro (ARNHOLD &FLEMMING, 2010).

Na bioprospeccdo de fitoterapicos, as doses a serem utilizadas em experimentos
com animais devem ser suficientes para se observar um possivel efeito adverso e
estimar a DL50 (SILVA, 2015). O protocolo experimental da OECD 423 recomenda
que se inicie o tratamento de trés animais com a dose de 300 mg/kg. Caso se observe
um ou nenhum caso de morte, deve-se repetir a dose e com a confirmacdo do resultado

anterior, o composto deve ser testado na dose de 2000 mg/kg. Em principio, esse
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método ndo se destina a permitir o calculo preciso da DL50 (apesar de fornecer uma
estimativa do seu valor), entretanto permite uma classificacdo da substancia em
categorias de acordo com o “Globally Harmonized Classification System” (GHS).

No presente trabalho diante da mortalidade mensurada conclui-se e que a DL50
da fracdo PLPp de acordo com o método utilizado (OECD, 2001), se enquadram na
classe 5 a qual determina que a DL50 se enquadra numa faixa de 2000-5000mg/kg. O
resultado apresentado por PLPp difere daquele determinado por Bezerra (2017) que
obteve uma DL50 para a fracdo proteica do latex de C. procera administrada via
intraperitoneal deve esta classificada na categoria 3, a qual determina que a DL50 se
enquadra numa faixa de 50-300mg/kg.

Para 0 OECD a amostra é considerada praticamente atdxica quando apresenta
um valor de DL50 acima de 2000mg/kg ou entre 2000 e 5000mg/kg. N&o é aconselhado
a realizacdo do teste com a dose de 5000 mg/kg como forma de preservacdo a vida dos
animais utilizados nos experimentos e também devido as dificuldades de solubilizacdo e
administracdo das amostras; com exce¢do de casos nos quais sejam necessarios esta
dosagem como forma de protecéo a satde humana.

Além da determinacdo de um valor de DL50, a avaliacdo de toxicidade clinica
(screening hipocratico) € um recurso Util que fornece uma estimativa geral da natureza
farmacoldgica e toxicoldgica de uma substancia desconhecida sobre o estado consciente
e disposicdo do animal, bem como sobre a atividade e coordenagdo do sistema motor,
reflexos, atividade sobre o sistema nervoso central e sistema nervoso autdbnomo
(LUCIO et al., 2000).

Neste estudo, o screening hipocratico foi realizado durante o experimento de
avaliacdo da toxicidade da fracdo PLPp para as doses de 300 mg/kg e 2000 mg/kg
(Quadro 1). Observou-se que a administracdo aguda em dose Unica tanto de 300 mg/kg
quanto a 2000 mg/kg de PLp influenciou para o surgimento de alteracOes
comportamentais, indicando de acordo com o periodo de observacdo (14 dias
consecutivos). Tais modificacbes comportamentais séo indicativas de que essa fragéo
possui uma atividade no SNC depressora devido a diminuicdo ao reflexo de
endireitamento, resposta ao toque diminuida, perda do reflexo corneal e perda do
reflexo auricular. Assim como também possui uma atividade no SNC estimulante
(irritabilidade), além de influenciar outras atividades fisiologicas relacionadas com o
Sistema Nervoso Auténomo (como ptose, lacrimacgdo, defeccdo/diarreia, piloerecéo,

hipotermia e respiracdo) (Almeida et al., 1999)
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Bezerra et al. (2017) ao aplicar 300 mg/kg de proteinas de C. procera para cinco
camundongos observaram a morte desses animais apds 30 minutos de aplicagdo. Além
disso, os animais ficaram bastante debilitados, letargicos, apresentando diminuicéo de
atividade geral, dificuldade de locomocdo, auséncia de respostas a estimulos como
toque e aperto de cauda, sem reflexo de endireitamento, com piloerecdo, hipotermia e
presenca de contor¢des. Pardmetros de toxicidade que também se encontraram alterados
para a administracdo de PLPp na mesma dose, mas que ndo resultaram no Obito de
nenhum animal.

Por ser um fluido com diversas moléculas biologicamente ativas, o latex vegetal
tem sido um importante alvo de pesquisas. Nesse contexto, as proteinas de latex de
diferentes plantas surgem como uma grande promessa entre 0s pesquisadores uma vez
que ao longo dos ultimos anos, varios trabalhos foram publicados, atribuindo funcdes de
defesa de plantas, aplicacbes biotecnoldgicas e farmacoldgicas, além de estudos
ecoldgicos e evolucionarios para o latex (VIANA, 2015). Com o intuito de avancgar no
processo de caracterizacdo das proteinas presentes no latex de P. pudica uma analise por
espectrometria de massas foi realizada e um total de 20 proteinas foram identificadas.
Dentre as proteinas detectadas, pode-se citar a presenca de: peroxidase, endoquitinases,
quitinas, taumatina, 1-3 endo beta-glucanases e proteases cisteinicas, proteina de
patogénese 4 e ribonuclease H (Tabela 4).

O latex de P. pudica segundo Fernandes (2015), contém, principalmente,
proteinas com massas moleculares variando de 14,0 a 45,0 kDa. Neste mesmo estudo, a
fracdo PLPp por meio de ensaios com diferentes substratos para deteccdo de proteinas
enzimaticas indicou a presenca de proteases cisteinicas, serinicas e quitinases resultados
corroborando com os achados obtidos neste trabalho apds a realizacdo da analise
protedmica por espectrometria de massa. Em termos comparativos, 212 proteinas foram
identificadas no latex de C. procera, com massas moleculares de 10 a 113 kDa; em P.
rubra foram identificadas 118 proteinas (12 a 117 kDa); Cryptostegia grandiflora 196
proteinas (10 a 75 kDa) (FREITAS et al., 2010, 2007).

Cruz (2015) em um estudo protebmico do latex de Thevetia peruviana
demonstrou a presenga de proteinas com massas moleculares em torno de 28 a 100 kDa
e ainda um total de 33 proteinas identificadas. Dentre as proteinas detectadas, pode-se
citar inibidores de proteases, proteases cisteinicas, osmotinas, peroxidases,
fosfotransferases, e proteinas de reserva. Mostrando uma relacdo de proteinas também

vistas para o latex de P. pudica e as quais tém sido encontradas em varios fluidos
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laticiferos normalmente associadas a defesa vegetal, acdo evidenciada principalmente,
pela presenca de glucanases e quitinases (AGRAWAL; KONNO, 2009). Além disso, o
latex de P. pudica demonstrou contar com isoformas de proteases cisteinicas
corroborando o fato de que fluidos laticiferos séo reconhecidos por conter pelo menos
uma protease em sua composicao e que essas biomoléculas geralmente compdem as
principais enzimas enddgenas presentes nesses fluidos (DOMSALLA & MELZIG,
2008).

Bezerra et al. (2017) mediante aos resultados obtidos para avaliacdo de
toxicidade por via intraperitoneal do latex de C. procera, investigaram, se os efeitos
toxicos atribuidos as doses administradas estariam relacionados com a atividade das
proteases cisteinicas. Para isso foram realizados mais dois experimentos independentes,
sendo a dose de 75 inibida com iodoacetamida (IAA) e outro experimento utilizando os
picos cromatograficos Pl e PIlI, na dose de 75 mg/kg, com PIl inibido com
iodoacetamida. Foram avaliadas as atividades de PL- Pl e PL-PIl os quais s&o picos
obtidos por cromatografia da fracdo PL. PL-Pl é constituida por uma mistura de
quitinases (FREITAS et al., 2016), portanto ndo apresenta atividade proteolitica,
enquanto PL-PII apresenta alta atividade proteolitica (RAMOS et al., 2012) por esta
razdo foi inibida com iodoacetamida, substancia que promove a inibicdo de proteases
cisteinicas.

Em ambos experimentos, nenhum animal foi a Obito e os sintomas toxicos
apresentados pelos referidos grupos foram mais brandos em relacdo as doses
administradas anteriormente. Confirmando desta forma que a hipGtese de que a
atividade proteolitica pode ser uma das causas de 6bito e das alteracfes dos parametros
comportamentais. Tanto a sub-fracdo Pl como PIl com IAA alteraram o peso dos
animais de forma negativa, sugerindo que além das proteases outras substancias podem
conferir certo grau de toxicidade as amostras de latex de C. procera. Para os parametros
hematoldgicos e bioquimicos, ndo foi observada diferenca significativa dos animais
tratados com as sub-fragbes. Em relacdo a avaliagdo macroscopica dos 0rgédos vitais,
peso relativo e avaliagdo microscopica os diferentes tratamentos (PL-PI, PL-PII, 75
mg/kg IAA) demonstraram baixa toxicidade. Tendo como achados para a avaliagdo
microscopica: degeneracdo hidropica no figado (PL-PI), retracdo da capsula de
Bowman, alteragdes na estrutura glomerular e células necroticas nos rins para a PL 75
IAA.
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Esses dados sugeriram que o maior potencial de toxicidade se encontra na
fracdo da borracha conforme o previamente descrito por outros autores. Além disso, foi
visto que por via intraperitoneal apresentou alta toxicidade devido principalmente a
atividade proteolitica da amostra (BEZERRA et al., 2017). Proteases também estdo
presentes na fracdo PLPp e podem assim como o visto por Bezerra et al. (2017) podem
estar relacionada as alteracGes toxicoldgicas encontradas apds a administracdo da fracao
PLPp em camundongos.

A ampla composicdo molecular dos fluidos lactiferos impede a deteccdo exata
dos compostos tdxicos. Embora ndo haja a completa identificacdo das moléculas ativas
envolvidas nos eventos toxicos, o processo de fracionamento do latex integro pela
solubilidade e massa molecular de seus constituintes contribui de maneira expressiva
para caracterizar suas fracGes, assim como para assinalar a direcdo a ser seguida na
purificacdo dos principios ativos (AGUIAR, 2006).

Apesar de relatos do uso da planta Plumeria pudica, dos progressos no processo
de purificacdo das proteinas do latex e na descricdo de suas propriedades funcionais e
moleculares, ndo existe até 0 momento, de acordo com pesquisa bibliografica realizada,
estudos que relacionem a maioria dessas proteinas identificadas com mecanismos de
toxicidade. Portanto, parte da toxicologia das proteinas do latex vegetal permanece nao
determinada. Situacdo contraditéria, uma vez que a literatura as assinala como
candidatas a serem responsaveis por diversas propriedades farmacoldgicas conhecidas

para o latex.
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7 CONCLUSAO

Neste estudo foi demonstrado que o tratamento com a fracdo proteica PLPp ndo
foi capaz de alterar parametros relacionados a toxicidade como peso corporal dos
animais, peso dos orgdos avaliados e contagem total e diferencial de leucocitos. Em
relacdo aos exames bioquimicos ndo houve alteracdo para ALT, ureia e creatinina,
porém observou-se um aumento para AST para 0 grupo pertencente a avaliacdo aguda.

O rim dos animais tratados durante a toxicidade aguda com PLPp apresentaram
valor significativamente maior de GSH do que aqueles que nédo receberam a fragdo. No
tocante a MDA e MPO, ndo foram observadas diferencas entre os grupos. A anélise
histopatoldgica revelou a presenca de leve congestdo no rim e no baco dos animais da
avaliacdo aguda e subcrénica.

PLPp ainda promoveu alteracbes comportamentais que afetaram parametros do
Sistema Nervoso Central e Autbnomo assim como a coordenacgdo do sistema motor e 0s
reflexos. Devido a auséncia de mortalidade a DL50 foi estimada em superior a 2000
mg/kg. A andlise protedmica demonstrou a presenca de proteases cisteinicas, quitinases,
peroxidases, glucanases, proteina relacionada a patogénese 4, as quais tém sido
encontradas em varios fluidos laticiferos.

Portanto, PLPp pode ser considerada um material promissor para a
exploracdo de novas moléculas que apresentam atividades bioldgicas interessantes.
Embora a identificacdo de moléculas individuais envolvidas nos efeitos almejados

continue mostrando-se como o caminho a ser seguido.
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ANEXO Il - PARAMETROS DE SCREENING HIPOCRATICO UTILIZADOS NOS ENSAIOS TOXICOLOGICOS (BRITO, 1994).
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Fungéo Parametro Sinais de Toxicidade Escores
0 — ndo se move
Avaliacao da atividade geral do animal na gaiola apds estimulo. Entende- 1 -animal da um passo
Atividade Geral se como atividade geral, dentre outros comportamentos a presenca de | 2 —animal da meia volta na caixa de observagéo
ATIVIDADE locomoco, levantar, farejar e/ou parado. . . . .
3 — animal d& duas voltas na caixa (padrao)
4 - animal andando com agilidade
- | Emiss&o de som vindo da regido toracico-abdominal sem nenhum estimulo | 0 —ausente
Frémito Voca ou toque. 1 presente
. i 0 —ausente
Irritabilidade Resposta do animal apos toque e sopro na face.
1 — presente
0 — ausente, orelha colada a cabeca
1 — orelha ligeiramente colada na cabega
. Posicéo da orelha, ap0s varios estalos consecutivos; quanto mais proxima m el d
Reflexo Auricular | da cabeca, menor é o reflexo. 2 —orelha em pe pela metade
SISTEMA 3 - orelha em posicao usual (padréo)
SENSORIAL

4 - orelha totalmente em pé

Reflexo Corneal

Reflexo dos olhos ap6s a aproximacgdo lenta de uma pinga, mas sem
nenhum toque.

0 — olhos ficam abertos
1 — quase ndo se movem
2 — movem-se pouco e lentamente

3 - fecham pela metadequando a pinga se
aproxima

4 - fecham totalmente quando a pinca se
aproxima (padréo)
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Aperto de cauda

Resposta ao aperto intenso da extremidade da cauda com uma pinga.

0 — ndo se move

1 — move-se lentamente

2 — move-se rapido

3 - move-se e pula (padrdo)

4- move-se, pula e corre

Resposta ao toque

Resposta ao toque prolongado (mais de 15 segundos) com uma pinga.

0 — ndo se move

1 — pouco movimento

2 —d& um passo

3- anda com dificuldade

4- anda com agilidade (padréao)

SISTEMA
PSICOMOTOR

Contorgéo

Movimento Vermiforme do corpo

0 — ausente (padréo)

1- presente

Trem Posterior

Verificar se a postura das patas traseiras (trem posterior) esta caida ou
arrastando

0 — ausente (padrao)
1- queda do trem posterior pouco visivel

2 - queda do trem posterior visivel; animal anda
com lentiddo

3 - queda do trem posterior visivel; animal anda
com dificuldade

4 - queda do trem posterior visivel; animal anda
com dificuldade e arrasta o trem posterior

Reflexo de
Endireitamento

Reposta do animal para voltar a posi¢cdo normal quando é colocado com o
dorso sobre uma superficie (méximo 15s)

0 — ndo se move

1 - volta lentamente e com dificuldade
2 - volta lentamente

3 — volta rapido

4 - volta imediatamente e com agilidade (padréo)
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Tdnus Corporal

Verificar se o corpo esta normal (presente) ou ndo

0 — ausente

1 — presente (padrédo)

Forga para Agarrar

Intensidade com quem o animal se agarra a uma grade quando esta tem sua
posicdo levemente modificada

0 —ndo se agarra

1 — se agarra, mas em seguida larga a grade
2 — segura por um tempo, mas cai

3 - segura firmemente, mas ndo suporta e cai

4 - segura firmemente e ndo cai (padrao)

Movimentos desordenados devido a oscilagdes entre estados de

0 - ausente (padréo)

Ataxia consciéncia e inconsciéncia 1 - presente
; 0 — ausente (padréo)
Tremores Observar a presenca ou ndo.
1 — presente
y 0 — ausente (padréo)
Convulsdes Observar a presenga ou nao.
1 — presente
. 0 — ausente (padrao)
Straub tail Verificar se a cauda esta ereta ou normal.
SISTEMA (cauda ereta) 1 — presente
NERVOSO a
CENTRAL ) Animal quieto e sem movimento, mas se tocado abre os olhos e responde | 0 — ausente (padrao)
Hipnose ao estimulo. 1 — presente
_ Auséncia de resposta ao estimulo doloroso com perda de reflexo de 0 —ausente (padrao)
Anestesia endireitamento 1 — presente
0 — ausente (padrao)
1 - ligeiramente fechado
SISTEMA Ptose Palpebras fechadas ou semifechadas mesmo ap6s estimulo. 2 - semifechado
NERiVOSO 3 - quase totalmente fechado
AUTONOMO

4 — fechado
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Lacrimacéo

Presenca ou auséncia.

0 — ausente (padréo)

1 — presente

Miccédo

Namero de micgdes.

Namero de pocos de urina.

Defecacédo

Numero de bolos fecais.

Namero de pellets de excreta.

Piloerecéo

Erecdo dos pelos corporeos.

0 — ausente (padréo)

1 —erecdo leve

2 - grau ligeiramente maior que o anterior
3 - visivel, mas ndo totalmente ereto

4 - totalmente ereto

Hipotermia

Temperatura do corpo do animal abaixo do normal (avaliar sobretudo as
extremidades).

0- ausente (padréo)
1- ligeiramente frio
2 - frio

3 - gelado

4 - gelado e com cianose

Respiragdo

Normal, hiper ou hipoventilacdo.

0 — normal (padrdo)

1- ligeiramente acelerado
2 - mais acelerado

3 - muito acelerado

4 — ofegante




ANEXO 11l - TABELA PARA AVALIACAO DO SCREENING HIPOCRATICO
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SCREENING HIPOCRATICO | : [l : [l : [l : [l : [l : | : | : | : | : |
anvionvecera. [[o[1[2]3]4][o]1]2]3]4a[o]1[2[3[4][o]1]2]3]4][0]1]2]3]4][o[1[2[3[4][0]1]2]3]a][0]2]2]3[4][0[1][2][3]4][0]1]2]3]4]
Frémito vocal 0f1 0f1 0f1 0f1 0|1 01 01 0|1 0|1 0|1

2 Irritabilidade 0f1 0f1 0f1 0f1 0|1 01 01 0|1 0|1 0|1

| Reflexo auricular ol1]2]3]4a][o]1]2]3]a][o]1]2]3]4a][o]1]2]3]4][o]1]2]3]4a]|{o]1]2]3]4][o]1]2]3]4a]|[0o]1]2]3]4]|[o]2]2]3]4][0o]1]2]3]4

z Reflexo corneal ol1]2]3]a][o]a]2]3]a][o]1]2]3]a|[o]1]2]3]4][o]1]2]3]4a]|{o]1]2]3]4][o]1]2]3]4a]|[0o]1]2]3]4]|[o]2][2]3]4][0o]1]2]3]4

4| Apertodecauda ol1]2]3]a][o]a]2]3]a][o]1]2]3]a|[o]1]2]3]4][o]1]2]3]a]|{o]1]2]3]4][o]1]2]3]a]|[o]1]2]3]4]|[o]1]2]3]4][0o]1]2]3]4
Resposta ao toque ol1]2]3]4a][o]a]2]3]a][o]1]2][3]a]|[o]1]2]3]4]|[o]1]2]3]a]|[o]1]2]3]4][o]1]2]3]4a][0o]1]2]3]4]|[o]2][2]3]4][0]1]2]3]4
Contorgo 0|1 0|1 01 0|1 01 ol1 ol1 ol1 ol1 0|1

) Trem posterior ol1]2[3]4al{o]1]2]3]4a][o]1]2]3]a][o]1]2]3]4a|[o]1]2]3]a]|lo]1]2]3]4a][o]1]2]3]4]lo]1]2]3]4]lo]1]2]3]4]|[0o]1]2]3]4

2| Reflexo deendireitamento |[ 0| 1[2]3]4]|[o]1]2]3]a|[0o]1]2]3]4]|[o]1]2]3]a]|[0o]1]2]3]a][o]a]2]3 a][o]1]2]3]a][o]a]2]3]a][0o]1]2]3]4][0]1]2]3]4

§ Tonus corporal 0|1 0|1 0|1 0|1 0|1 0|1 0|1 0|1 01 01

5| Forcaparaagarrar  |[o[1]2]3]4][o]1]2]3]4][o]1]2]3]al[o]a]2]3]a]|[o]1]2]3]a][o]1]2]3]a]lo]a]2]3]4]lo]1]2]3]a][o]a]2]3]a][0]1]2]3]4
Ataxia 0|1 0|1 0|1 0|1 0l1 ol1 ol1 ol1 ol1 ol1
Tremores 0|1 0|1 0|1 0|1 0l1 0l1 0l1 0l1 0l1 0|1

S Convulsdes 0l1 01 0|1 0|1 0l1 0l1 0l1 0l1 0|1 0|1

Z| Straube tail (cauda ereta) || 0] 1 0|1 0|1 0|1 01 01 0f1 0f1 0|1 0|1

@ Hipnose 01 01 01 0|1 0l1 0l1 0l1 0l1 0|1 0|1
Anestesia 01 01 01 01 0l1 0l1 0l1 0l1 0|1 0|1
Ptose ol1]2[3]al|{o]1]2]3]4a][o]1]2]3]a][o]1]2]3]a|[o]1]2]3]a|lo]1]2]3]al[o]1]2]3]4a]lo]1]2]3]4]lo]1]2]3]a][o]1]2]3]4

0 Lacrimacao 0[1 01 0|1 0l1 0l1 0|1 0l1 0l1 0l1 0|1

S Micgio

(g Defecagdo

B Piloerecio ol1]2]3]al{o]1]2]3]a][o]1]2]3]a][o]1]2]3]a|[o]1]2]3]a|lo]1]2]3]al[o]1]2]3]a]lo]1]2]3]4]lo]1]2]3]a][o]1]2]3]4

¥ Hipotermia ol1]2]3]al[ola]2]3]al[ola]2]3]al[o]1]2]3]a]|[o]a]2]3]al[o]1]2]3]a][o]a]2]3]al[o]1]2]3]a][o]a]2]3]a][0]1]2]3]4
Respiracao ol1]2]3]al{o]1]2]3]4a][o]1]2]3]a][o]1]2]3]a|[o]1]2]3]a]|lo]1]2]3]al[o]1]2]3]a]lo]1]2]3]4]lo]1]2]3]a][o]1]2]3]4




