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RESUMO

Spondias mombin L., Anacardiaceae, é cultivada em vérias partes do mundo e
tradicionalmente é utilizada para o tratamento de varias doencas, por apresentar
propriedades medicinais. Os extratos de suas folhas apresentam atividades
farmacol6gicas reconhecidas tais como, antimicrobiana, antiviral, leishmanicida,
antioxidante, anticonvulsivante, antipsicotica, antihelmintica e anti-inflamatéria. Na
medicina popular, as folhas de Spondias mombin também tém sido utilizadas para
inducdo de aborto. Em nossa revisdo bibliografica, constatamos caréncia de informacgdes
toxicologicas detalhadas sobre a espécie. Nesse sentido, o objetivo do presente estudo foi
avaliar a seguranca do uso do extrato hidroalcodlico de Spondias mombin (EHSm) em
ratos Wistar de ambos os sexos, visando dar suporte a futuros testes clinicos.
Inicialmente foram caracterizados os constituintes quimicos do EHSm por CLAE-DAD e
foram realizados testes de toxicidade aguda (por via oral na dose de 5 g/kg), testes de
doses repetidas sobre os pardmetros bioquimico, hematoldgico e morfolégico nas doses
de 200, 500 e 2000 mg/kg consecutivas durante 30 dias, além de ensaios de toxicidade
reprodutiva, nas mesmas doses administradas durante o periodo de pré-implantagédo (1°
ao 6° dia) da gestacdo. A analise por CLAE-DAD do EHSm demonstrou a ocorréncia dos
flavonoides: quercetina, canferol e isoquercetina, além do polifenol resveratrol. Os
resultados obtidos mostraram que por via oral o EHSm né&o provocou mortes na dose de 5
g/kg nos animais. O tratamento de doses repetidas com o EHSm né&o produziu sinais
significativos de toxicidade ou mortes, o consumo de agua néo foi alterado em ambos os
sexos e o0 consumo de racgdo foi diminuido apenas na primeira semana para 0s machos
tratados na dose de 500 mg/kg, entretanto, o ganho de massa corporal n&o foi afetado em
ambos o0s sexos durante todo o tratamento. Os perfis bioquimico e hematologico ndo
foram clinicamente modificados e estdo dentro dos limites de referéncia para a espécie.
Nao foram observadas alteracbes nas massas absolutas e relativas dos Orgaos
analisados, bem como na morfologia macroscépica externa dos mesmos. A analise
microscopica dos orgaos apontou discreto infiltrado linfocitario no figado (EHSm 500 e
2000 mg/kg) de animais de ambos os sexos e discreto aumento do espago glomerular nos
rins das fémeas (EHSm 500 e 2000 mg/kg) e machos (todos os grupos tratados) em
relacdo ao grupo controle, contudo tais alteragcdes ndo apresentam relevancia clinica,
visto que ocorreram de modo ndo-generalizado. Ratas prenhes tratadas no periodo da
pré-implantacdo com EHSm ndo apresentaram alteragbes nos parametros reprodutivos,
entretanto, o tratamento provocou redugdo no ganho de massa corporal no periodo do
tratamento. Nenhuma morte e/ou malformacdes dos fetos foi observada com a dose mais
alta sugerindo que o extrato ndo possui efeito abortivo. Os resultados encontrados nos
levam a concluir que o EHSm ndo apresentou toxicidade por via oral, entretanto, ha
indicios de possivel toxicidade materna durante o periodo de pré-implantacdo, que deve
ser analisada posteriormente em maior detalhe.

Palavras-chave: Plantas medicinais. Extratos vegetais. Spondias mombin. Toxicidade.
Compostos fendlicos.



ABSTRACT

Spondias mombin L., Anacardiaceae, is cultivated in several parts of the world and
traditionally is used for treatment of several diseases, for presenting medicinal properties.
The extracts of the leaves have recognised pharmacological activities such as
antimicrobial, antiviral, leishmanicidal, antioxidant, anticonvulsant, antipsychotics,
anthelmintic and anti-inflammatory. In folk medicine, the leaves of Spondias mombin have
also been used to induce abortion. In our bibliographical review, we verified a lack of
detailed toxicological information about the species. In this sense, the aim of the present
study was evaluate the safety of use of hydroalcoholic extract of Spondias mombin
(HESm) in Wistar rats of both sexes, in order to support future clinical trials. Initially were
characterized the chemical constituents of the HESm by HPLC-DAD and it were
accomplished the acute toxicity test (by oral route in dose of 5 g/kg), tests of repeated
doses on biochemical, hematogical and morphologic parameters in doses of 200, 500 and
2000 mg/kg consecutives during 30 days, as well as reproductive toxicity tests in the same
doses administered during the pre-implantation period (15t to 6% day) of gestation. The
analysis by HPLC-DAD of the HESm demonstrated the occurrence of flavonoids:
quercetin, kaempferol and isoquercetin, besides the polyphenol resveratrol. The results
obtained showed that orally the HESm not caused deaths at a dose of 5 g/kg in animals.
Treatment of repeated doses with the HESm did not produce significant signs of toxicity or
death, the water intake has not changed in both sexes and food intake was reduced only
in the first week for males treated in dose of 500 mg/kg, however, body weight gain was
not affected in both sexes throughout the treatment. Biochemical and Hematological
profiles were not clinically modified and are within the limits of reference to the species.
Alterations were not observed on absolute and relative weight of organs analyzed, as well
as in external macroscopic morphology of the same. Microscopic analysis of the organs
showed discrete lymphocytic infiltrate in the liver (HESm 500 and 2000 mgkg) of both
sexes and discrete increased glomerular space in the kidney of females (HESm 500 e
2000 mg/kg) and males (all treated groups), compared to the control group, however these
changes do not present clinical relevance, since it occurred in a non-generalised. Pregnant
rats treated in the pre-implantation period with HESm not showed alterations in
reproductive parameters, however the treatment caused reduction in body weight gain
during the period of treatment. No death and/or malformations of fetuses was observed
with the highest dose suggesting that the extract does not have abortifacient effect. Based
on our results, we conclude that HESm did not present oral toxicity, however there are
indications of possible maternal toxicity during the pre-implantation period, which should
be examined in greater detail later.

Keywords: Medicinal plants. Plant extracts. Spondias mombin. Toxicity. Phenolic
Compounds.
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1. INTRODUCAO

Substéncias de origem vegetal tém sido utilizadas desde os tempos antigos como
fontes para o tratamento de doengas (LOACES et al., 2001). Cerca de 85% da populagao
dos paises em desenvolvimento utiliza plantas para fins medicinais, de acordo com a
Organizagcdo Mundial de Saude (OMS). Com isso, as preparacbes farmacéuticas,
conhecidas como medicamentos fitoterapicos, contendo extratos padronizados de uma ou
mais plantas, ganham uma grande importancia.

No Brasil, o uso de plantas na medicina tradicional inclui desde a utilizagdo da
planta fresca até o uso dos medicamentos fitoterapicos (CARVALHO et al., 2007).
Historicamente, o tratamento farmacolégico das doencas e a produgdo de medicamentos
originaram-se a partir do uso de plantas medicinais e grande parte dos farmacos
utilizados na terapéutica é derivada das plantas (CALIXTO; SIQUEIRA JR., 2008).

Ainda que nas espécies vegetais observe-se um alto potencial terapéutico, uma
atencdo especial deve ser dada a uma série de efeitos indesejaveis que podem sugir
decorrente do uso indiscriminado, inclusive danos a érgéos vitais. Muitas plantas que séo
utilizadas para fins medicinais possuem substéncias potencialmente nocivas e, por esta
razdo, devem ser utilizadas com cuidado, respeitando seus riscos toxicolégicos
(FERREIRA; PINTO, 2010). Diante disso, estudos de seguranga de uso s&o
extremamente importantes.

Apesar disso e mesmo diante do grande nimero de plantas utilizadas durante os
milhares de anos, a quantidade de plantas medicinais estudadas sob a Optica da
farmacologia e toxicologia, com o objetivo de comprovagdo de seu uso popular e
segurancga, ainda é pequeno (FERREIRA, 1998).

A Resolugdo da Diretoria Colegiada (RDC) 14/2010, estabelecida pela ANVISA,
regulamenta o registro de fitoterdpicos determinando os aspectos essenciais ao registro,
tais como a identificagdo botanica das espécies vegetais usadas, padrdo de qualidade,
identidade e provas de eficacia e seguranga que validem as indicagBes terapéuticas
propostas.

O Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterdpicos do governo federal
brasileiro foi instituido em 2008 com o objetivo de garantir o uso racional e a seguranca do
uso de plantas medicinais e fitoterapicos, atribuido ao uso sustentavel da biodiversidade
brasileira e ao desenvolvimento do complexo produtivo da saude. A biodiversidade como

fonte de novos medicamentos é um interesse em crescimento das industrias
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farmacéuticas (CORDELL, 1995). As maiores indastrias mundiais do ramo possuem
programas de pesquisa na area de produtos naturais (CALIXTO, 2003).

Nesse contexto, a avaliagcdo do potencial terapéutico e toxicologico das plantas
medicinais, assim como de seus metabdlitos secundarios isolados, € fundamental para a
obtencdo de medicamentos fitoterapicos eficazes e seguros.

O extrato das folhas de Spondias mombin L. possui indmeras atividades
farmacolégicas comprovadas cientificamente, como: antiviral e antimicrobiana
(CORTHOUT et al., 1991, 1992 e 1994; COATES et al., 1994; ABO et al., 1999; SILVA et
al., 2012), leishmanicida (ACCIOLY, 2001), antioxidante (TIBURSKI et al., 2011; SILVA et
al., 2012), anticonvulsivante, antipsicética e ansiolitica (AYOKA et al., 2005 e 2006), anti-
helmintica (ADEMOLA et al., 2005) e anti-inflamatoria (NWORU et al., 2011).

Entretanto, apesar dos inumeros estudos farmacoldgicos existentes, ainda ha
pouco conhecimento sobre a potencial toxicidade in vivo de S. mombin, justificando a

necessidade de estudos adicionais a fim de garantir a seguranga de seu uso.
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2. Revisao de Literatura
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Estudos toxicolégicos néo clinicos de plantas medicinais

Pode-se definir a toxicologia de uma substancia como a capacidade de causar
dano grave ou morte a um dado organismo (DRAIZE et al., 1944). Para que isto ocorra é
preciso que haja uma interagdo entre o agente nocivo e 0 organismo vivo levando a
modificacdes que podem ser reversiveis ou ndo, com efeito molecular, celular ou tissular
e que podem até causar a morte do individuo (LOOMIS; HAYES, 1996).

A avaliagdo toxicologica de uma substancia compreende o estudo dos dados
toxicoldgicos de uma substancia a fim de classificad-la toxicologicamente, fornecendo
informagdes sobre a forma concreta de sua utlizacdo, bem como as medidas
preventivas e curativas quando do uso inadequado (TAHRAOUI et al., 2010).

Toda substancia quimica pode ser um agente toxico em potencial, dependendo
da dose administrada, do tempo de exposi¢céo, frequéncia ou via de administragéo
(CASTRO, 1993). Porém, do ponto de vista toxicologico, caso mantenham-se as
condigbes de exposicdo abaixo dos niveis de tolerancia, tais substancias podem ser
seguras (BOELSTERLI, 2003).

Os testes toxicoldgicos sdo realizados para se obter dados sobre as condi¢des
em que as substancias produzem efeitos téxicos, desde natureza desses efeitos a quais
0s niveis seguros de sua exposicao (LOOMIS; HAYES, 1996).

A obtencéo de dados toxicologicos em seres humanos é bastante limitada por
motivos éticos, morais e legais. Diante disso, as informacdes toxicoldgicas sobre os
compostos quimicos sdo obtidas basicamente a partir de testes toxicolégicos nao
clinicos, ou seja, com animais de laboratérios em condi¢des previamente padronizadas
(MORTON, 1998; BOELSTERLI, 2003), que podem ter valor de aplicacdo na espécie
humana, desde que sejam realizados sob condicdes adequadas e que seja feita a
escolha apropriada da linhagem animal e espécie, além da via de administragdo e
dosagens (MORTON, 1998).

A ampla utilizagéo das plantas como medicamentos tem apontado dados de que
as plantas medicinais ndo séo tdo seguras como frequentemente sdo vistas. Varias
substancias provenientes do reino vegetal apresentam elevada toxicidade, como a
estricnina, digitoxina, cocaina, entre outras. O medicamento fitoterapico € um corpo

estranho ao organismo e, como todo xenobiético, os produtos de sua biotransformacgéo
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sdo potencialmente tdxicos e assim devem ser encarados até que se prove 0 contrario
(LAPA et al., 2000).

2.1.1 Toxicidade aguda

O primeiro teste toxicolégico a ser realizado com um produto novo é o estudo de
toxicidade aguda, que tem o objetivo de avaliar os efeitos toxicos detectados apds a
administragdo de um agente em dose Unica ou multipla em 24 horas (OECD, 2001), a
fim de determinar a sintomatologia em curto prazo apdés a administracdo de um
composto, e também seus efeitos durante 14 dias apds a administragdo (LARINI;
OLIVEIRA, 1993). E recomendado o uso da mesma via de administrac&o utilizada para
os humanos, sendo a via oral a mais usada (KLAASSEN et al., 1996).

Para a realizagdo dos testes de toxicidade aguda sdo comumente utilizados
camundongos e ratos, embora em certos casos também se utilizem animais maiores,
como coelhos e cées. Nesse estudo, as informagdes obtidas devem ser usadas em
estudos subsequentes de toxicidade prolongada (LOOMIS; HAYES, 1996).

2.1.2 Toxicidade de doses repetidas

O estudo toxicologico de doses repetidas avalia a toxicidade de um produto a
partir da administracdo de doses diarias. Esta avaliagcdo toxicologica tem como principal
objetivo estabelecer os niveis nos quais ndo mais se observam efeitos toxicos, identificar
e caracterizar os 6rgéos afetados, bem como o grau de comprometimento dos mesmos
(TAHRAOUI et al., 2010).

A via oral constitui a principal via de administragdo nesse tipo de teste. Os
animais necessitam ser saudaveis e estar em idade adulta jovem. A exposicéo tende a
ser em pequenas quantidades de uma substéancia por um longo periodo de tempo, o que
com frequéncia provoca o lento acimulo das concentra¢des do composto no organismo.
A avaliacdo dos efeitos toxicos cumulativos vem sendo objeto de estudos por causa da
exposicado a doses repetidas em baixas concentrac6es de diversas substancias quimicas
naturais e sintéticas do ambiente (OECD, 2009).

Durante o estudo, é necessario que haja observacado diaria do animal quanto a
alteracbes de massa corporal, cor e textura dos pélos, consumo de &agua e racao,
temperatura corporal, parametros respiratdrios e cardiovasculares e quanto a mudancas

no comportamento e presenga de anormalidades motoras (BARNES; DOURSON, 1988).
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Ao final do tratamento, s&o retiradas amostras sanguineas dos animais para a
realizacdo de analises hematoldgicas e bioquimicas. Em seguida, os principais 6rgaos
sdo removidos e avaliados quanto as suas caracteristicas anatomopatoldgicas. O valor
dos resultados obtidos em um teste toxicologico € significativamente aumentado pelo
exame detalhado de cada animal, como também pela observacdo do tempo e das doses

para que ocorra sua morte ou recupera(;éo.

2.2. Toxicologia do desenvolvimento

O desenvolvimento normal do embrido, apos a fecundagéo, depende tanto de um
ambiente intrauterino favoravel quanto de uma heranga genética adequada. A ingestao
de certos compostos antes e durante a gestacdo pode provocar danos embrionarios
(SILVA, 2004).

O consumo de medicamentos durante a gravidez é bastante comum. Até o inicio
da década de 1960, os estudos envolvendo os possiveis efeitos nocivos das drogas
sobre a gravidez e o concepto ndo eram realizados de maneira adequada. Em 1962,
mais de 10.000 criangas no mundo inteiro nasceram com graves malformagfes nos
membros decorrentes do consumo por gestantes da talidomida, indicada como sedativo
e anti-emético. Diante disso, pesquisas com a toxicologia do desenvolvimento se
tornaram imprescindiveis e de rotina no estudo da seguranca de substancias quimicas
(CLARK, 1993; WEBSTER; FREEMAN, 2001).

ApO6s o acontecimento com a talidomida, a toxicologia do desenvolvimento se
consolidou como ciéncia e assumiu um importante papel na avaliagdo da seguranca de
medicamentos e produtos quimicos. Trata-se do estudo dos efeitos toxicos no organismo
em desenvolvimento ocorrendo durante a vida do organismo que se submete a
exposicdo de substancias antes da concepcdo e/ou durante o desenvolvimento pré ou
pés-natal (SCHWETZ et al., 1991).

Durante o desenvolvimento, os efeitos toxicos das drogas podem promover a
morte do embrido, malformagdes congénitas (teratogénese), retardo no desenvolvimento
intrauterino e/ou deficiéncia funcionais. As drogas também podem provocar efeitos
perniciosos no sistema reprodutor de individuos adultos, bloqueando a gametogénese,
evitando a ovulagéo, fertilizagdo ou implantacdo do embrido (SCHWETZ et al., 1991;
BECKMAN, 1997).
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2.2.1 Teratogénese e embriofetotoxicidade

A possibilidade de malforma¢es congénitas, retardo no desenvolvimento e
embriofetoletalidade compreendem os maiores e mais sérios riscos associados com a
exposicdo a drogas durante a gestacdo. Os agentes capazes de promover malformacdes
congénitas sdo chamados teratogénicos, enquanto aqueles que produzem retardo no
desenvolvimento, variagdes na ossificagdo ou morte do concepto, mas ndo promovem
malformagdes sdo conhecidos como embriofetotdxicos (WEBSTER; FREEMAN, 2001).

Os efeitos nocivos das drogas podem ser promovidos pela agdo direta sobre o
feto ou indireta, através da acao toxica sobre o organismo materno (MENEGOLA et al.,
1998). A gravidade desses efeitos esta diretamente relacionada com o periodo da
gestacdo, a dose ou exposicdo, diferencas entre as espécies, fatores genéticos e
toxicocinéticos, como metabolismo, transporte placentario e via de administracdo. Cerca
de 2-4% das malformagbes sdo espontaneas e menos de 1% séo induzidas pelo uso de
medicamentos. O percentual aumenta se o abuso de drogas, o tabaco e o &lcool forem
incluidos (BRENT et al., 1993, WEBSTER; FREEMAN, 2001).

O periodo da gestacdo pode ser dividido em 3 fases de acordo com a
sensibilidade aos agentes teratogénicos e embriofetotoxicos. A fase inicial da gestacao
compreende o periodo de pré-implantacdo, desde a fecundacdo até a implantacdo do
blastocisto. Na mulher, esse periodo compreende o intervalo até o 17° dia de gestacao,
enquanto que em ratos e camundongos, aproximadamente até o 6° dia (FRITZ; GIESE,
1990). Neste periodo, o embrido encontra-se com células totipotentes, em divisdo, sem
que haja acréscimo citoplasmatico (FRITZ; GIESE, 1990; ALMEIDA et al., 2000). Esse
intervalo inicial da gestacdo é de grande importancia, pois a exposicdo materna a
agentes quimicos neste periodo pode provocar a embrioletalidade, como também n&o
interferir com o desenvolvimento do embrido (WILSON et al. 1953; WILSON; FRASER,
1977); (BRENT et al. 1993). O fato de n&o interferir no desenvolvimento do embrido se
deve ao alto grau de indiferenciacdo e capacidade de divisdo das células do embrido,
que quando possivel promovem a reposicdo das células mortas, sem que haja
comprometimento do desenvolvimento do embrio.

Entretanto, outros autores afirmam que certas injdrias nesse estagio podem
resultar em malformagdes ou retardos no desenvolvimento (GENEROSO et al., 1988;
GIAVINI et al., 1990). Drogas como a ciclofosfamida, nicotina e adriamicina sSado capazes

de promover deficiéncia no ganho de peso e embrioletalidade quando administradas
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durante o periodo de pré-implantagdo em ratas (FABRO et al., 1984; GIAVINI et al.,
1990).

Ap0s a implantacdo, o embrido inicia o periodo de organogénese, que na espécie
humana vai do 18° ao 40° dia de gestacdo e em ratos correspondente ao periodo entre o
7° ao 14° dia de gestagdo. Esse periodo é caracterizado por uma intensa proliferacéo e
migracao celular, remodelamento tissular e formacéo rudimentar das estruturas do corpo
(BRENT et al., 1993).

ApOs a organogénese, inicia-se o periodo fetal, caracterizado por diferenciagéo e
crescimento tissular, maturagdo fisiolégica dos diferentes sistemas e crescimento
ponderal do feto (FRITZ; GIESE, 1990). A sensibilidade frente a malformacdes
anatbmicas é extremamente baixa neste periodo, porém ainda pode-se provocar morte
celular e inibicdo da diferenciagdo e divisao celular. Tais alteragcdes podem interferir com
a formacdo dos sistemas nervoso, enddécrino e imunolégico, promovendo desordens
funcionais e de comportamento (AUROUX, 1997).

Os pardmetros toxicocinéticos s&@o importantes para determinar o grau de
embriofetotoxicidade de uma substancia. Quando se quer analisar os riscos de um
agente em estudo, a placenta é de extrema importancia por se localizar entre a mée e o
embrido ou feto e ser uma estrutura responsavel pela troca de substancias entre ambos.
A placenta atua como uma barreira seletiva, podendo funcionar como um reservatério
para drogas, que dependendo do tipo, tém a capacidade de atravessa-la. As drogas
podem causar necrose placentaria, redugéo do fluxo sanguineo ou inibicdo da passagem
de nutrientes pela placenta (SILVA et al., 2009).

As drogas que atravessam a placenta sdo semelhantes as que atravessam a
barreira hematoencefalica, isto €, sao lipofilicas, ndo-polares e de tamanho ndo superior
a 1000 A (ADLER, 1994). O etanol, a nicotina, cocaina, salicilatos e metais pesados s&o

toxicos para a placenta e consequentemente para o ser em formacao.

2.3 Estudos sobre Spondias mombin L.

2.3.1 Botanico

A familia Anacardiaceae € formada por cerca de 76 géneros com 600 espécies. A
distribuicdo geogréfica das anacardiaceas € ampla, estando presente em ambientes

secos a Umidos, com predominéncia nas regifes tropicais e subtropicais, além das

regibes temperadas em todo o mundo (PELL, 2011). No Brasil, foram catalogados 14
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géneros de Anacardiaceae com 57 espécies, dentre as quais 14 sdo restritas ao Brasil
(SILVA-LUZ; PIRANI 2010).

Sistematicamente, o género Spondias pertence a familia Anacardiaceae. Trata-se
de um género tropical com aproximadamente 18 espécies, dentre estas, cerca de 8
espécies sdo encontradas nas Américas. E um género economicamente importante
devido ao seu potencial valor comercial, com frutos que sédo comercializados in natura ou
processados na forma de produtos alimenticios (MITCHELL, 1998), além de apresentar
consideravel uso popular na medicina tradicional (AGRA et al., 2007; ALMEIDA et al.,
2010; LUCENA et al., 2012).

Quanto a classificacdo taxondmica, a espécie S. mombin apresenta a seguinte
posicdo: Dominio Eukarya; Reino Plantae; Filo Anthophyta; Divisdo Spermatophyta;
Subdivisdo Angiospermae; Classe Eudicotiledoneae; Subclasse Archichlamidae; Ordem
Sapindales; Familia Anacardiaceae; Tribo Spondiadeae e Género Spondias L. Esta
classificagéo botanica foi realizada em 1753 pelo botéanico Carolus Linnaeus (BARROSO
et al., 1999).

Spondias mombin L. é encontrada na América tropical, em algumas partes da
Asia, no oeste da india e em partes da Africa, incluindo Gana (THOMAS, 1974; AYOKA
et. al, 2006). No Brasil, tem ampla distribuicAo nas regides Norte e Nordeste,
principalmente nas regides da Mata Atlantica e da Amazénia, além da Caatinga (BOSCO
et al., 2000). Na regido do Nordeste é popularmente conhecida por caja, no Sudeste por
cajazeira mitda ou caja pequeno, no Sul do Brasil é vulgarmente conhecida por cajazeira
ou caja mirim e na Amazénia por tapereba.

S. mombin é uma arvore frutifera frondosa e perene, de porte alto que pode
chegar a 30 m de altura, com folhas caducas e um tronco de 60-75 cm de largura,
revestido por casca grossa e rugosa (LORENZI, 1992; ALVES et al., 2000). As folhas
possuem de 5 a 11 foliolos possuindo de 9-11 cm e as flores sdo pequenas, brancas e
aparecem em cachos na extremidade dos ramos. O fruto, uma drupa, € amarelado e
possui de 2-4 cm de comprimento e de 1,5-2 cm de largura, possui mesocarpo carnoso de
sabor agridoce (BARROSO et al., 1999). O endocarpo € branco, enrugado e possui de 2 a
5 l6culos (SACRAMENTO e SOUZA, 2000). (Figura 1).
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Figura 1. Spondias mombin L. (A), suas flores, folhas (B) e frutos (C).
Fontes: http://www.rain-tree.com/Plant-Images/ubos-pic.htm

http://www.arvores.brasil.nom.br/new/cajamirim/index.htm
2.3.2 Fitoquimico

Estudos fitoquimicos realizados com as folhas de Spondias mombin confirmaram a
presenca de taninos, saponinas, antraquinonas glicosiladas, alcaldides (CORTHOUT et
al. 1991; ABO et al., 1999; NJOKU; AKUMEFULA, 2007; SILVA et al. 2011), triterpenos
(FRED-JAIYESIMI et al., 2009) e flavonoides (NJOKU e AKUMEFULA, 2007; SILVA et al.
2012). Ayoka et al. (2006) também reporta, além desses compostos, a presenca de
glicosideos no extrato bruto aquoso e metandlico da planta.

A quantificacéo do teor fitoquimico das folhas de S. mombin foi realizada por Njoku
e Akumefula (2007), evidenciando um teor de saponinas (7,60%), alcal6ides (6,00%),
taninos (3,82%), flavonoides (3,00%) e compostos fendlicos (1,00%). Os estudos com a
casca do caule também identificaram esses mesmos compostos fitoquimicos além da
presenca de quinonas e terpenos (DIBY et al., 2012).

Quanto aos compostos isolados, em estudo realizado por Corthout et al. (1991) foi
reportada a presenca de geranina e galoilgeranina, dois elagitaninos identificados nas
folhas e caules de S. mombin. Em estudo subsequente, Corthout et al. (1992) mostraram
a presenca do éster butirico do &acido clorogénico e do &cido 2-O-cafeoil-(+)-
alohidroxicitrico (um éster do &cido caféico). No extrato etandlico das folhas e caules de
S. mombin foi identificada a presenca de acidos do tipo 6-aquil-salicilico (CORTHOUT et
al., 1994). Fred-Jaiyesimi et al. (2009) isolaram do extrato metandlico das folhas de S.

monbin o triterpeno 3 B-urs-12-en-3-il(9z)-hexadec-9-enoato.
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Silva et al. (2012), ao realizar estudo com o extrato hidrometandlico das folhas da
cajazeira, identificaram a presenca do flavonoide quercetina e do &cido elagico. Em outro
estudo fitoquimico do extrato hidroetandlico das folhas da planta foram identificados os
flavonoides: quercetina, canferol e isoquercetina, além da presenca do flavondéide rutina
no extrato hidroetandlico dos frutos da planta (CABRAL, 2014). (Figura 2).
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Figura 2. Estrutura quimica de flavonoides identificados no extrato hidroetandlico das
folhas e frutos de Spondias mombin L. (CABRAL, 2014).

Os frutos de S. mombin s&o ricos em carotendides, vitaminas A e C (BARROSO et
al., 1999), contendo como principal carotendide a [-criptoxantina, seguido da luteina
(HAMANO; MERCADANTE, 2001). De acordo com Njoku e Akumefula (2007), as folhas
de S. mombin s&o ricas em vitaminas C, B1, B2 e B3 e as andlises minerais revelaram a

presenca de potassio, magnésio, sédio, calcio e fésforo nas folhas.



27

2.3.3 Etnofarmacoldgico

Tradicionalmente Spondias mombin €& utilizada para o tratamento de varias
doencas, por suas cascas, ramos e folhas apresentarem propriedades medicinais
(SACRAMENTO; SOUZA 2000). A literatura etnofarmacoldgica descreve o uso das raizes
para problemas de estdbmago e a casca do caule de S. mombin é usada popularmente
como abortiva, com efeito emético, como antidoto para toxina de serpentes e para o
tratamento de feridas (TROPICOS, 2013; VILLEGAS et al., 1997).

As folhas e cascas do caule sé&o utilizadas na medicina popular para o tratamento
de desordens infecciosas possuindo propriedades antidisentérica. As folhas também séo
usadas como anti-inflamatérias para problemas da boca, garganta, herpes labial, além do
uso reportado para o tratamento de prostatite, uretrite, cistite, conjutivite, tumores e
depressdo (ALBUQUERQUE et al., 2007; LORENZI; MATOS, 2008; TROPICOS, 2013).
Além destas atividades, o uso das folhas foi reportado como estimulante uterino, para o
controle da ansiedade e com atividade antifecundadora (OFFIAH; ANYANWU, 1989;
AYOKA et al., 2005; UCHENDU; ISEK 2008).

Popularmente o uso das folhas também € relatado para o tratamento de infec¢des
bacterianas, virais e fingicas, além de ser eficaz contra parasitas intestinais. A atividade
antifangica de S. mombin &€ comumente utilizada na medicina tradicional, porém alguns
estudos nao reportaram nenhuma atividade desse extrato sobre os fungos (ABO et al.,
1999; AJAO et al., 1995).

2.3.4 Farmacologico

Os extratos das folhas e cascas do caule de S. mombin apresentaram atividade
antiviral contra Coxsachie e Herpes simplex, tal propriedade foi atribuida a presenca dos
elagitaninos, geraniina e galiolgeraniina (CORTHOUT, et al. 1991). Esta atividade antiviral
também foi atribuida aos compostos acido 2-o-cafeicol-(+)-alohidroxicitrico e éster butirico
de &cido clorogénico, isolados das folhas e cascas de S. mombin (CORTHOUT et al.,
1992). O &cido elagico e quercetina, compostos isolados das folhas de S. mombin
mostraram potencial atividade contra o virus da dengue tipo 2 (SILVA et al., 2011).

A atividade vermifuga dos extratos etandlico e aquoso de S. mombin foi
confirmada em estudos com ovelhas, relatando uma reducdo nos ovos fecais de
Haenmonchus spp., Trichostrongylus spp., Oesophagostomunm spp., Strongyloides spp.

e Trichuris spp. (ADEMOLA et al., 2005). Também foi comprovado cientificamente, o
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efeito antibacteriano de amplo espectro do extrato das folhas de S. mombin,
apresentando acdo semelhante a ampicilina e gentamicina (ABO et al. 1999). Esta
atividade foi atribuida aos compostos isolados de cadeia longa derivados do é&cido
salicilico sendo eficazes contra Bacillus cereus, Streptococcus pyogenes and
Mycobacterium fortuitum.

A atividade antimicrobiana também se mostrou eficaz contra Pseudomonas
aeruginosa, Shigella dysenteriae, Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens, Proteus
mirabilis, Morganella morganii, Serratia liquefaciens e Enterobacter cloacae, em estudos
com o extrato hidrometandlico das folhas de S. mombin (ABO et al., 1999; SILVA et al.,
2012).

O uso tradicional das folhas para controle da ansiedade foi comprovado
cientificamente em estudos com a administragédo oral dos extratos aquoso, metandlico e
etandlico em ratos e camudongos (AYOKA et al.,, 2005). Os efeitos antiepilépticos e
antipsicéticos também foram documentados em ratos e camundongos, a atividade
sedativa prolongou o periodo de sono e melhorou o comportamento dos animais tratados
(AYOKA et al. 2006).

Outros estudos com o extrato hidrometandlico das folhas de S. mombin
reportaram atividade antioxidante da planta por sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-
hidrazil (DPPH) e atividade anti peroxidacao lipidica (AKINMOLADUN et al., 2010; SILVA
et al., 2012).

O extrato metandlico das folhas de S. mombin, nas doses de 100, 200 e 400
mg/kg, mostrou atividade anti-inflamatéria. O pré-tratamento dos ratos com o extrato
causou uma significativa inibicdo do edema de pata induzido por carragenina, resposta
que pode se da através de uma supressdo da producdo de mediadores pro-inflamatérios
e citocinas como TNF-a e iNO (NWORU et al., 2011).

2.3.5 Toxicologico

A incidéncia de efeitos colaterais geralmente é menor com o0s produtos
fitoterapicos do que com as drogas sintéticas (DREW; MYERS, 1997). Entretanto, a ideia
geral de que as drogas vegetais sdo seguras e livres de efeitos colaterais ndo é
verdadeira (DIMECH, 2003). Alguns constituintes das plantas apresentam alta toxicidade,

como os alcaldides pirrolizidinicos, digitalicos, ésteres de forbol, entre outros.
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Ayoka et al., (2005) demonstraram que estudos com 0S extratos aquoso,
metandlico e etandlico das folhas de Spondias monbin na dose de 5,0 g/kg por via oral,
ndo demonstraram nenhum sinail de toxicidade aguda em ratos Wistar.

Estudos de toxicidade sub-aguda com extrato aquoso das folhas de S. mombin
nas doses de 300, 1000 e 1500 mg/kg por via oral durante 14 dias n&o induziram sinais
de toxicidade em ratos quanto aos aspectos comportamentais, bioquimicos,
hematolégicos e histologicos (HAMENOO et al., 2010).

O extrato aquoso das folhas de S. monbin foi reportado como abortivo, capaz de
induzir a expulsdo da placenta em fémeas prenhes de ratos e camudongos em tratamento
intraperitoneal com as doses de 750 e 1500 mg/kg em todas as fases da gestacéo, exceto
na fase inicial (OFFIAH e ANYANWU, 1989). O possivel mecanismo seria a acdo nos
receptores de estrogénio no musculo uterino, causando contragdo prolongada neste
musculo liso, e alteracbes nos horménios esterdides (IGWE et al., 2011; OLOYE et al.,
2013).

Estudo com o extrato hidroetandlico das folhas de S. mombin ndo reportou a
atividade abortiva em ratas prenhes tratadas intraperitonealmente do 8° ao 11° dia de
prenhez com a dose de 800 mg/kg (UCHENDU; ISEK, 2008), este mesmo estudo, porém,
relatou o efeito anticoncepcional do extrato nas ratas tratadas do primeiro ao quarto dia de
prenhez com a mesma dose.

Apesar das folhas de S. mombin serem comumente utilizadas na medicina
tradicional e seu extrato apresentar vérios estudos com atividade farmacoldgica
reconhecida, ainda h& pouco conhecimento sobre a potencial toxicidade in vivo da
planta. Desta forma, sdo necesséarios maiores estudos para garantir a seguranca de seu
uso.

Diante disso, consideramos a hipOtese de avaliar a toxicidade do extrato
hidroalcodlico de Spondias mombin produzido pela empresa Selachii Industria e
Comeércio Importacdo e Exportacdo Ltda. — CE, Brasil.

Este estudo pretende estabelecer as bases cientificas e avaliar o potencial de

toxicidade da planta a fim de garantir a seguranga do seu uso.
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3. OBJETIVOS

3.1 GERAL

Avaliar a toxicidade néo clinica do extrato hidroalcodlico das folhas de Spondias
mombin L. (EHSm).

3.2 ESPECIFICOS

. Caracterizar os constituintes quimicos do extrato hidroalcodlico das folhas de

Spondias mombin L.;

= Avaliar a toxicidade aguda do EHSm, por via oral, em ratos Wistar de ambos
0S SEXO0S;
= Avaliar a toxicidade nao clinica do EHSm, mediante tratamento de doses

repetidas (30 dias), por via oral, sobre os parametros bioquimicos e hematoldgicos de
ratos Wistar de ambos 0s sexos;

. Verificar os efeitos do tratamento de doses repetidas (30 dias), por via oral,
do EHSm sobre a morfologia macro e microscopica dos 6rgéos de ratos Wistar de ambos
0S SEexos.

. Analisar o efeito da administracdo oral do EHSm durante o periodo de pré-

implantagcéo da prenhez em ratas Wistar.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Material botanico

O material botéanico utilizado foi constituido pelos sélidos totais obtidos das folhas
de Spondias mombin L. sob a forma EHSm (70 g do material vegetal para 100 mL de
solugdo hidroetanodlica 70%), produzido e fornecido pela empresa Selachii Industria e
Comeércio Importacdo e Exportacdo Ltda. — CE, Brasil. O extrato seco foi mantido a
temperatura ambiente até o momento de sua utilizagdo e ressuspenso em agua potéavel

para o tratamento dos animais.
4.2 Anélise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

Os principais marcadores fitoquimicos das amostras de S. mombin foram
analisados por meio da analise de CLAE-DAD usando um sistema Shimadzu (LC-20AT)
equipado com um detector de matriz (SPD-M20A). A separagdo cromatogréfica foi
realizada usando uma coluna TSK-GEL Super-ODS (Supelco®) mantida a 35°C.

Realizou-se um gradiente de eluigcdo variando a propor¢do do solvente A (acido
formico 0,1%, pH 3, em &gua ultrapura, grau CLAE, v/v) e solvente B (acetonitrila 100%)

com fluxo de 0,8 mL/min em gradiente de acordo com a tabela 1.

Tabela 1. Gradiente de fase movel utilizado na analise do EHSm por CLAE.

Tempo (min) Solvente A (%) Solvente B (%)
0,00 75 25
30,00 50 50
35,00 50 50
40,00 75 25
45,00 75 25

O volume das amostras injetado foi de 10 pL. As substancias padrdo e amostras
do extrato (8 mg/mL) foram dissolvidas em acetonitrila e filtradas através de uma
membrana de 0.22 pm (Millipore®, EUA). As concentracdes das substancias padréo foram

calculadas a partir de curvas padréo calibradas usando 50, 100, 150, 200 e 250 pg/mL.
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4.3 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos e fémeas (Rattus novergicus) com 3 meses
de idade, provenientes do Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da
Universidade Federal de Pernambuco. Os animais receberam &gua e dieta (Presence®)
ad libitum e foram mantidos em condi¢cdes ambientais normais (ciclo 12 h claro/escuro) e
temperatura 22 = 2°C. Todos os protocolos experimentais foram submetidos e aprovados
pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal (CEEA) da Universidade Federal de
Pernambuco, processo n° 23076.020687.

4.4. Toxicidade Aguda

O estudo de toxicidade aguda foi realizado em ratos, segundo o protocolo "Up and
down", teste 425 descrito pela Organization for Economic Co-Operation and Development
(OECD, 2001), com pequenas modificagoes.

Ratos Wistar saudaveis, de ambos os sexos, foram submetidos ao jejum de 12 h
com livre acesso a &gua e divididos em quatro grupos (n=5/grupo/sexo). Os grupos em
tratamento receberam oralmente o EHSm na dose de 5 g/kg e o0s grupos controles
receberam agua (10 mL/kg). Os animais foram observados aos 30, 60, 120, 180 e 240
minutos apds a administracdo e diariamente durante 14 dias. Altera¢cdes no
comportamento, na massa corporal, no consumo de racdo e agua, sinais clinicos de

toxicidade e mortalidade foram registrados diariamente (MALONE, 1977).
4.5 Toxicidade oral de doses repetidas

Este teste seguiu as diretrizes da Organization for Economic Co-Operation and
Development (OCDE, 407/2008), com pequenas modificagdes. Ratos Wistar machos e
fémeas saudéaveis foram divididos aleatoriamente em quatro grupos por sexo (n=8-
10/grupo). Os animais foram tratados durante 30 dias consecutivos por via oral com
EHSm nas doses de 200, 500 e 2000 mg/kg (grupo tratado) ou agua potavel (grupo
controle). Durante o tratamento, a massa corporal, ingestdo de alimentos e agua dos
animais foram registrados semanalmente. Foram observados sinais de toxicidade, como
piloerecdo, diarréia e alterac6es na atividade locomotora e mortalidade durante o periodo
experimental. Ao final do tratamento, os animais foram submetidos a um jejum de 12 h,

com &gua ad libitum e em seguida, anestesiados com xilazina (6 mg/kg) e cetamina (60
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mg/kg, i.p.). ApOs a anestesia, procedeu-se a coleta de sangue por puncdo da veia cava
inferior. O sangue foi coletado em dois tubos: o tubo 1 contendo &cido
etilenodiaminotetracético (EDTA), um anticoagulante para parametros hematolégicos e o

tubo 2 sem anticoagulante, para parametros bioquimicos.

4.6 Parametros Hematolégicos

As andlises hematoldgicas foram determinadas imediatamente apds a coleta
através do analisador hematolégico automatico (Coulter STKS, Beckman®). Foram
determinados o0s parametros de eritrocitos, leucécitos, plaguetas, hemoglobina,
hematdcrito e os indices hematimétricos: volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina
corpuscular média (HCM), concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM),
amplitude de distribuicdo das heméacias (RDW - red cell distribution width) e volume
plaquetario médio (VPM). A contagem diferencial de leucdcitos (linfocitos, mondcitos,
neutrdfilos, eosindfilos e baséfilos) foi realizada com May-Grinwald-Giemsa, em cada

caso, 100 células foram contadas.

4.7 Parametros Bioquimicos

Para andlise bioquimica, o sangue foi centrifugado a 1480 x g durante 10 minutos
para obtencdo do soro, que foi armazenado a -20 °C até serem determinados 0s
seguintes parametros: glicose, uréia, creatinina, aspartato aminotransferase (AST),
alanina aminotransferase (ALT), colesterol total, triglicerideos, fosfatase alcalina,
bilirrubina total, direta e indireta, lactato desidrogenase (LDH) e proteinas totais. As
dosagens foram feitas usando sistemas comerciais de diagnostico padronizados da
Boehringer Ingelheim® (COSTA-SILVA et al., 2008).

4.8 Anélise morfoldgica

ApoOs a anestesia, seguiu-se a coleta de sangue pela veia cava inferior (para a
remogcdo do sangue). A necropsia foi realizada nos animais (n=5/grupo/sexo) para
analisar as caracteristicas externas macroscopicas do coracdo, pulméo, figado,
estdbmago, baco, rins, adrenais, 6rgdos reprodutores masculino (testiculos, epididimos e

vesicula seminal) e feminino (Gtero e ovérios). Esses 6rgdos foram cuidadosamente
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removidos e pesados individualmente. As massas dos 6rgdos foram expressas em termos
absolutos e relativos (g e g/100g de massa corporal, respectivamente).

O exame histologico foi realizado nos animais restantes do grupo (n=5/grupo/sexo).
Os mesmos orgaos foram cuidadosamente removidos e fixados em formalina tamponada
a 10% por 24 horas. Apos a fixacdo, as amostras foram lavadas em agua e imersas em
alcool a 70% até a realizagdo da andlise histologica. Em seguida, os 6rgdos foram
impregnados e incluidos em parafina, de onde foram obtidos cortes com espessura de 5
pm. As lAminas histologicas foram analisadas ap6s coloragdo com hematoxilina-eosina
(HE). A andlise histolégica dos o6rgdos foi feita utilizando um sistema de captura de

imagens Nikon/Motic®/ImageJ.
4.9 Toxicidade reprodutiva

A observacdo da presenca de espermatozdides no esfregaco vaginal foi usada
para definir o 1° dia de prenhez. Apds a identificacdo da prenhez, as ratas foram
aleatoriamente divididas em grupo controle (que recebeu agua potavel) e grupos tratados
por via oral com EHSm nas doses de 200, 500 e 2000 mg/kg. O tratamento foi
administrado durante o periodo de pré-implantacéo (1° ao 6° dia de prenhez). Durante a
prenhez, as ratas foram observadas quanto a sobrevivéncia, aparéncia alterada e
quaisquer sinais clinicos de toxicidade, tais como mudancgas na alimentacdo e ingestéo de
agua, piloerecédo, diarréia, mudanca de atividade locomotora e sangramento vaginal. O
ganho de massa materno também foi determinado diariamente durante a gravidez.

No vigésimo dia de prenhez, as ratas foram anestesiadas com xilazina (6 mg/kg) e
cetamina (60 mg/kg, i.p.) e eutanasiadas por deslocamento cervical, laparotomizadas e
seus cornos uterinos removidos para a avaliagdo dos seguintes parametros: nimero de
implantagdes, reabsor¢des, fetos vivos e mortos. Os ovarios foram pesados e nimero de
corpos luteos foi contado. A massa absoluta dos fetos e placentas foram determinadas e
examinadas quanto a presenca de malformagBes macroscopicas externas. A taxa de
perda de pré-implantacdo foi calculada como: niumero de corpos lateos — numero de
implantagbes viaveis/numero de corpos liteos x 100, e a taxa de perda de pos-
implantagéo foi calculada como: nimero de implantagdes — numero de fetos vivos/nimero

de implantagdes x 100).
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4.10 Anélise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (epm). As
diferencas entre os grupos foram determinadas por analise de varidncia (ANOVA),
seguido pelo teste de Newman-Keuls. O numero de implantacdes e reabsorcdes, bem
como as taxas de implantacdo e de perdas pré-implantacdo e pos-implantacdo foram
analisadas usando o teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn, quando
necessario. A analise estatistica foi realizada utilizando GraphPad Prism 6.0 Software. O

nivel de significancia para rejeicdo da hipotese nula foi fixado em 5% (p<0.05).
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5. RESULTADOS
5.1 Analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

A partir da andlise do EHSm por CLAE-DAD foi possivel identificar quatro padrdes
analiticos por meio da semelhanca entre tempos de retencdo e espectro de absor¢cdo em
ultravioleta, bem como, quantificid-los: quercetina 3-B-D-glicosideo (isoquercetina) em 5,2
min; resveratrol em 12,8 min (1,146 pg/mL = 0,01); quercetina em 15,5 min (15,6 pg/mL +
0,02) e canferol em 21,2 min (3,01 pg/mL = 0,01) (Figura 3). Quanto a isoquercetina, foi
possivel determinar sua presenca no extrato por semelhanca do espectro de absor¢do no

ultravioleta, porém né&o foi possivel quantifica-la com preciséo.
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1 guercetina
100000 -

Intensidade (mAU)
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Figura 3. Cromatograma do extrato hidroalcodlico das folhas de Spondias mombin L.
(Anacardiaceae) detectado a 340 nm. Picos e Tempo de retencéo (Tr): isoquercetina (Tr = 5,2

min), resveratrol (Tr = 12,8 min), quercetina (Tr = 15,5 min) e canferol (Tr = 21,2 min).
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5.2 Toxicidade Aguda

O extrato de Spondias mombin na dose de 5 g/kg administrado por via oral em
ratos Wistar de ambos o0s sexos, ndo produziu morte em nenhum grupo no periodo de 14
dias de observacdo. Os animais ndo mostraram sinais clinicos de toxicidade ou alteracao

comportamental.

5.3 Toxicidade oral de doses repetidas

Nenhum sinal de toxicidade (piloerecdo, diarréia e alteragdo na atividade
locomotora) ou mortes foram registrados durante os 30 dias consecutivos de tratamento
por via oral com o extrato hidroalcodlico de Spondias mombin nas doses de 200, 500 e
2000 mg/kg. O ganho de massa corporal em ratos de ambos os sexos nao foi afetado
durante o tratamento com EHSm quando comparado aos ratos do grupo controle (Figura
4).

O tratamento dos machos n&o promoveu alteragdes significativas no consumo de
agua durante todo o periodo quando comparado ao grupo controle (Figura 5 A). Houve
reducado significativa no consumo de racdo apenas na primeira semana de tratamento
para a dose de 500 mg/kg em relagdo ao controle (Figura 5 B). O tratamento das fémeas
ndo comprometeu os consumos de agua e racdo em relagdo ao grupo controle durante

todo o periodo (Figura 6).
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Figura 4. Efeito do extrato hidroalcodlico das folhas de Spondias mombin L. (EHSm 200, 500 e
2000 mg/kg) por via oral sobre o ganho de massa (g) em ratos Wistar adultos machos (A) e
fémeas (B) tratados por 30 dias consecutivos. Os valores representam as médias £ e.p.m. (n =
10/grupo).



40

A
50 -
o -&- Controle
%ﬁ 40 4 -2 EHSm 200 magl/kg
o E 50 —& EHSm 500 mgl/kg
s % 1 —e- EHSm 2000 mg/kg
E 5 20-
T
5 E 104
Q
0 -
7 14 21 28
Dia
B
30 -
o - Controle
EE?": = EHSm 200 mglkg
= £ 20- & EHSmM 500 mglkg
'g = -e- EHSm 2000 mg/kg
£
3 T 104
c D
o
&
0 -
7 14 21 28
Dia

Figura 5. Efeito do extrato hidroalcodlico das folhas de Spondias mombin L. (EHSm) no consumo
de agua (A) e ragdo (B) em ratos Wistar machos tratados por via oral durante 30 dias
consecutivos. Os valores representam as médias * e.p.m. (n= 10/grupo). *Estatisticamente
diferente do grupo controle (ANOVA seguido por Newman-Keuls, p <0,05).
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Figura 6. Efeito do extrato hidroalcodlico das folhas de Spondias mombin L. (EHSm) no consumo

de agua (A) e racdo (B) em ratas Wistar tratadas por via oral durante 30 dias consecutivos. Os
valores representam as médias + e.p.m. (n= 10/grupo).
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5.4 Pardmetros Hematologicos

O perfil hematolégico dos grupos controle e tratados sdo mostrados nas tabelas 2
e 3. Para ratos machos, houve diminuicdo de 6,1% na contagem de eritrocitos (EHSm
200mg/kg), de 8% e 6,36% nos valores de VCM e HCM, respectivamente (EHSm
2000mg/kg) e um aumento de 20,5%, 414% e 44% nos valores de RDW, basdfilos e
mondcitos, respectivamente (EHSm 2000 mg/kg), quando comparado ao grupo controle.
Nos grupos das fémeas, nenhuma diferenca clinica significativa foi registrada em qualquer

um dos parametros analisados.

5.5 ParGmetros Bioquimicos

Os parametros bioquimicos dos grupos controle e tratados sédo apresentados nas
tabelas 4 e 5. Nenhuma diferenca significativa foi observada nos niveis séricos de glicose,
uréia, creatinina, AST, colesterol total, triglicerideos, fosfatase alcalina, bilirrubina total,
direta e indireta, lactato desidrogenase e proteinas totais. No entanto, observou-se uma
reducdo do nivel de ALT (38,76%) em ratos machos tratados com EHSm 200 mg/kg e um
aumento de 27,5% no indice de glicose no grupo das fémeas tratadas com EHSm 200

mg/kg, em relagéo ao grupo controle.

5.6 Analise morfologica

Os pesos absoluto e relativo dos tecidos ndo foram alterados pela administragéo
do EHSm em ratos Wistar machos (Tabela 6) e fémeas (Tabela 7). A analise
macroscopica externa dos o6rgdos dos animais tratados com EHSmM ndo mostrou
alteragdes significativas na cor ou textura quando comparado com o grupo de controle.

A andlise microscopica dos 6rgdos mostrou um discreto infiltrado linfocitario no
figado dos ratos de ambos os sexos (EHSm 500 e 2000 mg/kg) (Figura 7) e discreto
aumento do espacgo capsular renal das fémeas (EHSm 500 e 2000 mg/kg) e machos em
todos os grupos tratados em relagdo ao grupo controle (Figura 8).

Os 0Orgéos restantes dos grupos tratados e controle ndo apresentaram nenhuma

constatacao de alteracdes histoldgicas, todos estiveram dentro dos limites normais.
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Tabela 2. Efeito do extrato hidroalcodlico das folhas de Spondias mombin L. (EHSm 200,
500 e 2000 mg/kg) administrado por via oral sobre os pardmetros hematoldgicos em ratos

Wistar adultos tratados por 30 dias consecutivos.

Parametros Controle EHSmM EHSmM EHSmM
200 mg/kg 500 mg/kg 2000 mg/kg
Britrécitos (10ML)  g374014  7,86+014* 8224008 877006
Hemoglobina(9/dL)  1519+014 15784057  1601+010  1591+0,18
Hematocrito (%) 46,62+0,17  4512+151  4576+044 4516+ 0,51
VCM (iL) 56,00+ 0,91 57,40+1,33 5560%0,75 51,50 +0,43*
HCM (pg) 19,35+0,34  20,06+0,52  19,46+0,14 18,12 +0,14*
CHCM (g/dL) 34,70+0,36 3497+018 3497+023  35220,1
RDW (%) 11,75+ 0,41  12,70+0,87 11,86+027 14,16 + 0,29

3
Plaquetas (107UL) 958 554 4320 783,40 + 48,73 814,00 + 4598 767,17 + 29.15

VPM (iL) 640+0,12  652+005  654+0,12 6,52 +0,06

Leucocitos (10ML) 15161061  1251+119 12204103 12,55 £ 0,83
Neutréfilos (%) 2055+2,46  20,15+322 1584+244 19,74 +3,19
Eosindfilos (%) 045+0,22  043+0,19 089036  0,72%0,26

Basofilos (%) 0074003  009+005  011+0,04  0,36+0,10*
Linfécitos (%) 7611+248  7657+332  7986+2,61 74,50 3,26
Mondcitos (%) 3,18 + 0,41 2,75 + 0,33 3,30+0,19 4,58+ 0,52*

Valores representam a média + erro padrdo da média (n = 8-10/grupo). VCM: Volume Corpuscular Médio,
HCM: Hemoglobina Corpuscular Média, CHCM: Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média, RDW:

*
Amplitude da Distribuicdo das Hemacias e VPM: Volume Plaquetario Médio. diferenca estatistica (p<0,05)
(ANOVA, seguido por Newman-Keuls).
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Tabela 3. Efeito do extrato hidroalcodlico das folhas de Spondias mombin L. (EHSm 200,
500 e 2000 mg/kg) administrado por via oral sobre os par@metros hematolégicos em ratas

Wistar adultas tratadas por 30 dias consecutivos.

Parametros Controle EHSm EHSm EHSm
200 mg/kg 500 mg/kg 2000 mg/kg
Eritrocitos (10°/uL) 806+017 840+007 847£015 819+120
Hemoglobina (g/dL) 15734027 16254018 16,25+0,12 16,01+ 0,24
Hematocrito (%) 44,06+0,70 44,78+0,72 4502+0,33 44,70+0,82
VCM (iL) 54,60+ 0,81 54,00+1,05 532+0,86 54,83+0,70
HCM (pg) 19,54+ 0,19 19,57 +0,26 19,20 +0,27 19,59 + 0,33
CHCM (g/dL) 3570+0,13 36,23+021 360809 3581+02
RDW (%) 11,00+ 0,19 10,80 +0,26 10,72+0,14 11,49 +0,16
Plaquetas (10°/uL) 956,6+ 31,64 8970339 993,6+10,3 8883+ 21,38
VPM (fL) 6,46+0,13 6,68+015 6,36+0,02 6,55%0,08
Leucocitos (107L) 783+054 9,38+047 922+057 9,84+0,68
Neutrofilos (%) 17,57+ 2,95 18,69+3,87 17,82+353 15,16+ 3,09
Eosinofilos (%) 048+0,16 024+010 0174010 0,67 +0,27
Basofilos (%) 027+009 0,17+006 027+010 0,22+0,06
Linfocitos (%) 79264322 77,99+4,17 79,32+3,74 82,04+3,49
Monocitos (%) 243+0,46 291+047 232+0,38 191+0,28

Valores representam a média + erro padrdo da média (n = 8-10/grupo). VCM: Volume Corpuscular
Médio, HCM: Hemoglobina Corpuscular Média, CHCM: Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular
Média, RDW: Amplitude da Distribuicdo das Hemacias e VPM: Volume Plaquetario Médio.
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Tabela 4. Efeito do extrato hidroalcodlico das folhas de Spondias mombin L. (EHSm 200,

500 e 2000 mg/kg) administrado por via oral sobre os pardmetros bioquimicos em ratos

Wistar adultos tratados por 30 dias consecutivos.

Parametros Controle EHSmM EHSmM EHSmM
200 mg/kg 500 mg/kg 2000 mg/kg
Glicose (mg/dL) 96,0 £ 10,5 101,7+£9,2 104,5+ 3,9 119,2+7,2
Ureia (mg/dL) 4257+1,78 36,69+1,44 3755+138 3559+ 3,86
Creatinina (mg/dL) 0,52 £ 0,08 0,61+0,11 0,44 £ 0,07 0,59 + 0,09
AST (U/L) 144,99+ 9,58 114,66 £5,07 111,64+7,99 125,66 + 10,82
ALT (U/L) 54,18+ 8,88 33,18+ 3,01* 42,25+1,60 39,11 + 3,80
Colesterol total (mg/dL) 74,77 +3,12 89,70+11,37 78,98+ 3,72 89,42 + 4,59
Triglicerideos (mg/dL) 48,72+ 3,51 49,40+6,82 65,11+11,35 60,06+ 11,33
Fosfatase alcalina (U/L) 119,0+ 11,9 1446+454 114,6+ 10,53 104,2 + 2,78
Bilirubina total (mg/dL) 0,10 + 0,00 0,08 + 0,02 0,10 £ 0,00 0,10 + 0,00
Bilirubina direta (mg/dL) 0,05 +0,03 0,02 + 0,02 0,06 + 0,02 0,0 £0,0
Bilirubina indireta (mg/dL) 0,05 £ 0,03 0,06 + 0,02 0,04 £ 0,02 0,10+0,0
LDH (U/L) 6095+ 1552 5224+755 664,5+107,0 641,7+94,4
Proteinas totais 71+0,1 7,0+0,1 7,2+0,3 7,0+0,1

Valores representam a média + erro padrao da média (n = 8-10/grupo). AST: aspartato aminotransferase, ALT:
alanina-aminotransferase e LDH: Lactato desidrogenase. *Estatisticamente diferente do grupo controle (ANOVA
seguido por Newman-Keuls, p <0,05).
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Tabela 5. Efeito do extrato hidroalcodlico das folhas de Spondias mombin L. (EHSm 200;
500 e 2000 mg/kg) administrado por via oral sobre os pardmetros bioquimicos em ratas

Wistar adultas tratadas por 30 dias consecutivos.

Parametros Controle EHSmM EHSmM EHSmM
200 mg/kg 500 mg/kg 2000 mg/kg
Glicose (mg/dL) 85,1 +3,5 108,0 + 5,2* 87,72+6,0 103,6 + 7,0
Ureia (mg/dL) 42,34 +2,49 45,14 + 3,08 47,10 + 3,66 38,48 £ 2,19
Creatinina (mg/dL) 0,46 + 0,03 0,70+0,11 0,69+0,11 0,60+0,11
AST (U/L) 84,50+4,09 117,60+ 1533 89,60+8,35 132,67 +17,94
ALT (U/L) 34,33+£3,27 34,78 £4,65 34,00 £ 3,76 33,11 £ 4,93
Colesterol total (mg/dL) 107,9+3,36 98,77 +6,40 133,46+ 18,20 100,06 * 4,68
Triglicerideos (mg/dL) 57,61+358 54,02+7,24 7240+11,34 8597+1275
Fosfatase alcalina (U/L) 70,80+£6,30 65,75+9,78 66,25 + 1,03 80,16 £ 9,96
Bilirubina total (mg/dL) 0,10 £ 0,00 0,08 £ 0,03 0,05 + 0,03 0,10 £ 0,00

Bilirubina direta (mg/dL) 0,04 £ 0,02 0,10 +£ 0,00 0,05 + 0,03 0,08 +0,02
Bilirubina indireta (mg/dL) 0,06 + 0,02 0,00 £ 0,00 0,03 +£0,03 0,02 £ 0,02
LDH (U/L) 4940+ 97,3 42329+71,1 534,56+ 126,1 428,50+ 16,72
Proteinas totais 73+0,1 7,5+0,3 7,1+0,1 6,7+ 0,0

Valores representam a média + erro padrdo da média (n = 8-10/grupo). AST:aspartato aminotransferase, ALT:
alanina-aminotransferase e LDH: Lactato desidrogenase.*Estatisticamente diferente do grupo controle (ANOVA
seguido por Newman-Keuls,p <0,05).
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Tabela 6. Efeito do extrato hidroalcodlico das folhas de Spondias mombin L. (EHSm 200;
500 e 2000 mg/kg), administrados por via oral sobre as massas absoluta (g) e relativa (%)

dos tecidos de ratos Wistar tratados por 30 dias consecutivas.

Tecidos Controle EHSmM EHSmM EHSmM

200 mg/kg 500 mg/kg 2000 mg/kg
Corac&o (g) 1,29 + 0,05 1,27 +0,05 1,14 + 0,07 1,13 + 0,05
Coracéo (%) 0,35+0,01 0,35 + 0,02 0,34 £ 0,02 0,43+0,11
Rim () 1,24 + 0,05 1,31+ 0,06 1,17 + 0,05 1,27 + 0,04
Rim (%) 0,33+0,01 0,36 + 0,01 0,35+0,01 0,47 +£0,11
Pulma&o (g) 1,62 + 0,04 1,77 £0,10 1,57 + 0,06 1,48 + 0,07
Pulmé&o (%) 0,44 + 0,02 0,49 + 0,03 0,47 £0,01 0,54+0,11
Figado (g) 11,13 + 0,86 10,93 + 0,95 10,29 + 0,76 10,67 + 0,89
Figado (%) 3,01 +£0,26 3,01+0,24 3,05+0,16 3,83+0,77
Péancreas (g) 0,65 + 0,05 0,54 + 0,06 0,50 £ 0,05 0,67 £0,13
Pancreas (%) 0,17 £0,01 0,15 £ 0,02 0,15 + 0,02 0,25+ 0,08
G. adrenal (g) 0,02 £ 0,003 0,03 £ 0,003 0,02 + 0,003 0,03 £ 0,003
G. adrenal (%) 0,01 £ 0,004 0,01 + 0,004 0,01 £ 0,004 0,01 £ 0,003
Baco (g) 1,02+0,13 0,91 + 0,06 0,81 £ 0,08 0,83 +0,08
Baco (%) 0,27 £ 0,03 0,25 + 0,02 0,25 +0,03 0,33+0,11
Estémago (g) 1,79 + 0,07 1,72 +0,07 1,54 + 0,07 1,57 + 0,06
Estdmago (%) 0,57 £ 0,03 0,48 + 0,01 0,45 £ 0,02 0,60 £ 0,15
Intestino (g) 0,68 + 0,05 0,60 + 0,05 0,67 £ 0,02 0,70 £ 0,07
Intestino (%) 0,18 +0,01 0,17 £0,01 0,20 £0,01 0,27 £ 0,07
Testiculo (g) 1,59 + 0,07 1,59 + 0,04 1,51 + 0,05 1,53 + 0,05
Testiculo (%) 0,43 +£0,02 0,44 + 0,02 0,45 £ 0,02 0,58 £ 0,15
V. Seminal (g) 1,38+ 0,13 1,14 +0,11 1,01 +0,14 1,06 + 0,19
V. Seminal (%) 0,37 £ 0,03 0,32 + 0,03 0,31 £ 0,05 0,37 £ 0,07
D. Deferente (Q) 0,15+ 0,01 0,16 + 0,01 0,14 £ 0,01 0,16 £ 0,01
D. Deferente (%) 0,04 + 0,003 0,04 +£ 0,003 0,04 + 0,003 0,06 £ 0,02
Epididimo (g) 0,65 + 0,03 0,72 + 0,03 0,60 £ 0,04 0,60 £ 0,04
Epididimo (%) 0,12 + 0,02 0,13 + 0,02 0,13 £0,02 0,18 £ 0,07
Préstata (g) 0,49 + 0,05 0,44 + 0,05 0,41 £ 0,02 0,39 £ 0,04
Préstata (%) 0,14 + 0,02 0,15 + 0,03 0,15+ 0,02 0,16 £ 0,03

Valores apresentados como media + erro padrdo da média (n = 5/grupo).
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Tabela 7. Efeito do extrato hidroalcodlico das folhas de Spondias mombin L. (EHSm 200,
500 e 2000 mg/kg), administrados por via oral sobre as massas absoluta (g) e relativa (%)

dos tecidos de ratas Wistar tratadas por 30 dias consecutivos.

Tecidos Controle EHSmM EHSmM EHSmM

200 mg/kg 500 mg/kg 2000 mg/kg
Coracéo (9) 0,81+ 0,02 0,84 + 0,03 0,88 £ 0,01 0,89 + 0,02
Coragéo (%) 0,35+0,01 0,38 £0,01 0,37 £0,01 0.36 + 0,01
Rim (g) 0,80 £ 0,03 0,83 +0,04 0,80 £ 0,02 0.89 + 0,04
Rim (%) 0,36 £ 0,01 0,37 £ 0,01 0,34 £0,01 0.36 + 0,02
Pulm&o (g) 1,17 + 0,06 1,14 + 0,07 1,13 £ 0,04 1.26 + 0,08
Pulmé&o (%) 0,52 £ 0,03 0,51 + 0,03 0,47 £ 0,02 0,50 + 0,03
Figado (g) 7,66 0,75 7,33+0,57 7,10 £0,41 9,15 + 0.8
Figado (%) 3,41 +0,29 3,27 £ 0,20 2,97 £0,15 3.61 + 0,29
Pancreas (g) 0,57 £ 0,09 0,66 £0,10 0,70 £0,15 0,59 + 0,10
Péancreas (%) 0,26 + 0,04 0,30 + 0,05 0,70£0,15 0.24 + 0,05
G. adrenal (g) 0,03 £ 0,003 0,03 £ 0,003 0,03 + 0,003 0,03 + 0,003
G. adrenal (%) 0,01 +£ 0,003 0,01 +£ 0,004 0,01 £ 0,004 0,01 + 0,004
Baco (g) 0,60 + 0,06 0,76 + 0,09 0,89 £0,12 0.63 + 0,03
Baco (%) 0,27 £ 0,03 0,34 + 0,04 0,38 £ 0,05 0.25 + 0,02
Estomago (g) 1,40 £ 0,06 1,31 £0,05 1,44 + 0,07 1.41+0,08
Estémago (%) 0,63 £ 0,02 0,59 + 0,02 0,60 £ 0,03 0,57 + 0,04
Intestino (g) 0,83+ 0,09 0,74 + 0,07 0,66 £ 0,10 0.66 + 0,07
Intestino (%) 0,37 £ 0,04 0,33 +0,03 0,28 £ 0,04 0.26 + 0,02
Ovério (g9) 0,05+0,01 0,06 + 0,003 0,05 + 0,003 0,06 £ 0,003
Ovério (%) 0,02 £ 0,003 0,03 £ 0,003 0,02 + 0,004 0,02 £ 0,003
Utero (g) 0,49 + 0,06 0,55 £ 0,05 0,53 £ 0,05 0,51 +0,03
Utero (%) 0,22 + 0,02 0,25 £ 0,02 0,22 + 0,02 0,21+0,01

Valores apresentados como media + erro padrdo da média (n = 5/grupo).
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Figura 7. Cortes histolégicos do figado (HE, ampliagdo 100x) de ratos Wistar machos (A)

e fémeas (B) tratados oralmente por 30 dias consecutivos com agua potavel (Controle, Al
e B1), EHSm 200 mg/kg (A2, B2), 500 mg/kg (A3, B3) e 2000 mg/kg (A4, B4). As setas
indicam discreto infiltrado linfocitario.



Figura 8. Cortes histolégicos do rim (HE, ampliacdo 100x) de ratos Wistar machos (A) e

fémeas (B) tratados oralmente por 30 dias consecutivos com agua potavel (Controle, Al e
B1), EHSm 200 mg/kg (A2, B2), 500 mg/kg (A3, B3) e 2000 mg/kg (A4, B4). As setas

indicam discreto aumento do espago da capsula de Bowman.
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5.7 Toxicidade Reprodutiva

O tratamento com EHSm nas doses de 200, 500 e 2000 mg/kg n&o produziu
mortes nas ratas prenhes tratadas durante o periodo de pré-implantagcdo (1° ao 6° dia).
Ndo foram observados sinais de toxicidade, como salivacdo, piloerecdo, diarréia,
alteragdes na atividade locomotora e mudangas no comportamento em todas as doses
administradas, no entanto, houve reducdo do ganho de massa corporal materno no
periodo da pré-implantagdo em todos os grupos tratados quando comparados ao grupo
controle (Tabela 8).

N&o foi observada nenhuma mudanga na ingestdo de alimentos em todos os
grupos tratados (Figura 9). Porém, foi observado um aumento no consumo de agua no
grupo tratado com a dose de 2000 mg/kg na segunda e terceira semanas de prenhez
(Figura 10).

Em relacdo aos parametros reprodutivos, massas dos fetos, massas dos ovarios,
massas das placentas e perda de pré e pdés-implantacdo, ndo foram observadas
diferencas entre os grupos tratados durante o periodo de pré-implantagdo. Também néo
foi observada a presenca de fetos mortos e o tratamento ndo provocou o desenvolvimento
de malformagBes macroscoépicas externas nos fetos, nem alteracdes no numero de

implantagdes e reabsorgoes.



Tabela 8. Efeito do extrato hidroalcodlico das folhas de Spondias mombin L. (EHSm 200, 500 e 2000 mg/kg), administrado

por via oral sobre os indicadores reprodutivos durante o periodo de pré-implantacédo (1° ao 6° dia) da prenhez em ratas

Wistar.

Indicadores reprodutivos Controle EHSmM EHSmM EHSmM
200 mg/kg 500 mg/kg 2000 mg/kg
Ratas prenhes 6 6 6 6
Ganho de massa na prenhez (g)* 55,8+2,6 61,1+6,3 55,7+ 6,7 61,3%£6,2
Ganho de massa (1°-6°) dia de prenhez (g)l 19,0+ 0,9 9,3+1,2* 11,0 + 1,6* 85+1,1*
N° de fetos vivos/fetos mortos 71/0 66/0 68/0 66/0
Relacéo feto/mae’ 11,8 £ 0,9 11,0 £ 1,3 11,3+0,2 11,0 £0,7
Massa absoluta dos fetos (g)l 2,25+ 0,07 2,39 +0,13 2,35 +0,07 2,20 £ 0,05
Massa relativa dos fetos (g/100g)* 0,63 £ 0,06 0,74 £ 0,02 0,67 £0,02 0,64 £ 0,03
Massa absoluta das placentas (g)* 0,46 + 0,02 0,53 +0,03 0,47 +£0,01 0,50 + 0,02
Massa relativa das placentas (g/100g)* 0,131 +0,014 0,163+0,006 0,136 + 0,002 0,156 + 0,010
Massa absoluta dos ovarios (mg)l 62,33 + 4,96 61,50 + 8,56 59,83 + 3,03 68,17+ 9,9
Massa relativa dos ovarios (mg/100g)* 16,33 £ 1,20 18,27 £ 2,16 16,83 £ 0,87 19,83 + 2,36
N° total de implanta¢des/ 78 72 74 74
N° de reabsorcgdes 7 6 6 8
N° de corpos lateos? 13,5+0,9 12,5+1,0 13,0+£0,4 13,7+1,4
Taxa de implantacéo (%)* 96,3 96 94,9 90,2
Perdas pré-implantacéo (%)° 3,7 4 51 9,7
Perdas pés-implantacéo (%) 9 8,3 8,1 10,8

Taxa de implantacdo (n° de implantacdes/n® de corpos liteos x 100), perdas pré-implantacéo (n° de corpos liteos - n° de implantacées/ n° de corpos
liteos x 100) e perdas pos-implantagdo (n° de implantagdes - n° de fetos vivos/ n° de implantaces x 100). Os valores foram expressos em média *+
e.p.m." ou mediana®. *Estatisticamente diferente do grupo controle (ANOVA seguido por Newman-Keuls, p <0,05).
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Figura 9. Efeito do extrato hidroalcodlico das folhas de Spondias mombin L. (EHSm) no consumo de racao
em ratas Wistar prenhes tratadas por via oral durante o periodo de pré-implantagéo (1° ao 6° dia). Os
valores representam as médias + e.p.m. (n= 6/grupo).
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Figura 10. Efeito do extrato hidroalcodlico das folhas de Spondias mombin L. (EHSm) no consumo de agua
em ratas Wistar prenhes tratadas por via oral durante o periodo de pré-implantagéo (1° ao 6° dia). Os
valores representam as médias * e.p.m. (n= 6/grupo). *Estatisticamente diferente do grupo controle
(ANOVA seguido por Newman-Keuls, p <0,05).
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6. DISCUSSAO

A avaliacdo da seguranca de medicamentos e produtos para uso humano é
comumente realizada em varios animais experimentais a fim de prever a toxicidade e a
fornecer orientagbes para a selegcdo de uma dose segura para humanos (RHIOUANI et
al., 2008). Uma boa correlagéo tem sido reportada em estudos toxicolégicos entre ratos e
humanos. A maior concordancia global de testes de toxicidade em animais com 0s seres
humanos é com relagédo as analises hematoldgicas, gastrointestinais e cardiovasculares
(OLSON et al., 2000).

Spondias mombin é usada popularmente como remédio para varias doengas, suas
cascas, ramos e folhas apresentam propriedades medicinais (SACRAMENTO; SOUZA
2000). O extrato das folhas desta espécie apresenta inimeras atividades farmacoldgicas,
tais como: antiviral e antimicrobiana (CORTHOUT et al., 1991, 1992 e 1994; COATES et
al.,, 1994; ABO et al, 1999; SILVA et al., 2012), leishmanicida (ACCIOLY, 2001),
antioxidante (TIBURSKI et al., 2011; SILVA et al., 2012), anticonvulsivante, antipsicética e
ansiolitica (AYOKA et al., 2005 e 2006), anti-helmintica (ADEMOLA et al., 2005) e anti-
inflamatoria (NWORU et al., 2011). Entretanto, apesar dos varios estudos farmacol6gicos
existentes, ainda ha pouco conhecimento sobre a potencial toxicidade in vivo da planta.

No controle de qualidade de uma matéria-prima vegetal e de um medicamento
fitoterapico, a RDC 14/2010 preconiza a utilizagdo de um marcador que seria 0 composto
quimico ou uma classe de compostos presentes na matéria-prima vegetal, de preferéncia
tendo relagdo com a atividade farmacolégica da mesma. Os marcadores quimicos devem
ser usados nas inumeras fases de fabricagdo de um medicamento & base de plantas,
para a autenticacao e diferenciagéo das espécies (SONGLIN et al., 2008).

A andlise cromatogréfica do extrato hidroalcodlico das folhas de S. mombin
permitiu identificar a presenca dos flavonoides: quercetina, isoquercetina e canferol, além
do polifenol resveratrol. Pela primeira vez no extrato das folhas de S. mombin foi
identificada a presenca do resveratrol, um excelente antioxidante com efeitos benéficos
cardiovasculares, eficaz no controle dos niveis de colesterol LDL (lipoproteina de baixa
densidade), reduzindo a pressdo sanguinea e os riscos de aterosclerose, além de ter
efeitos anti-inflamatoério e quimiopreventivo (SZEKERES et al., 2011; GILLESPIE; LENZ,
2012).

Os flavonoides comp&em um grupo de metabdlitos vegetais fendlicos secundérios
bem difundidos na natureza e sdo bem conhecidos por suas atividades bioldgicas
multidirecionais (BRAHMACHARI, 2011).
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A presenca da quercetina no extrato das folhas de S. mombin foi relatada
previamente por Silva et al. (2012), sua presenga foi identificada por CLAE no extrato
hidrometandlico das folhas.

Quanto a isoquercetina (quercetina 3-B-D-glicosideo), foi possivel determinar sua
presenca no extrato por semelhanc¢a do espectro de absor¢cdo no ultravioleta, porém néo
foi possivel quantificd-la com precisdo. Em estudo realizado com o extrato hidroetandlico
das folhas de S. mombin em andlise por Cromatografia por Camada Delgada, seguida por
CLAE, também foi identificada a presenca da isoquercetina e canferol (CABRAL, 2014).
Nesse estudo, devido & indisponibilidade de quantidade suficiente do padrdo de
isoquercetina, também néo foi possivel quantificar esse composto.

No que se refere & avaliagdo toxicol6gica, o EHSm na dose de 5 g/kg por via oral
ndo produziu morte em ratos de ambos 0s sexos por um periodo de observacao de até 14
dias, estando em acordo com os estudos realizados com o0s extratos aquoso, metandlico
e etandlico das folhas de S. mombin por via oral em ratos, os quais também n&o
demonstraram sinais de toxicidade na dose de 5 g/kg (AYOKA et al., 2005). Dessa forma,
0 EHSm demonstrou-se seguro no ensaio de toxicidade aguda.

O monitoramento do ganho de peso e consumo de alimentos e 4gua em estudos
com animais pode ser um indicador sensivel do estado de saude geral do animal
(BORZELLECA, 1996). Alteragtes de diminuigéo dos valores nesses parametros tém sido
usadas como um indicador de efeitos adversos de medicamentos e produtos quimicos,
sendo um importante indicador para a avaliagéo da toxicidade de uma substancia (JAHN
e GUNZEL, 1997).

A administracdo de doses repetidas do EHSm (200, 500 e 2000 mg/kg/dia) em
ratos de ambos 0s sexos ndo causou nenhuma morte ou sinais clinicos de toxicidade
(piloerecdo, diarréia e alteragdo na atividade locomotora). O consumo de racdo néo foi
alterado nas fémeas durante os 30 dias de tratamento com todas as doses quando
comparadas ao grupo controle, no entanto, nos machos, houve uma diminuigcdo apenas
na primeira semana de tratamento com a dose de 500 mg/kg, ndo sendo observadas
alteragcdes nas demais semanas do tratamento. Embora tenha sido observada esta
alteracdo, o ganho de massa corporal de ambos os sexos nao foi alterado
significativamente em todas as doses utilizadas para o estudo quando comparadas com o
grupo controle. Resultados semelhantes de auséncia de alteracdo no ganho de massa
corporal foram observados por Raji et al. (2006) em ratos machos tratados com extrato

aquoso da casca da Spondias mombin por quatro semanas.
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A andlise dos pardmetros sanguineos € de grande importancia para a avaliagdo de
risco e as mudancas no sistema hematoldgico tém grande valor preditivo para a
toxicidade humana, quando os dados sédo convertidos de estudos com animais (OLSON
et al., 2000). No presente estudo, o tratamento com EHSmM n&o alterou o perfil
hematoldgico. As diferencas estatisticas encontradas no namero de eritrécitos (machos
tratados com EHSm 200 mg/kg), VCM, HCM, RDW e na contagem diferencial de basofilos
e mondcitos (machos tratados com EHSm 2000 mg/kg) encontram-se dentro do intervalo
de referéncia descrito para a espécie (HARKNESS et al., 2010) o que sugere que estas
variagfes ndo apresentam importancia clinica.

Semelhante auséncia de efeitos toxicos também foi observada nos pardmetros
bioquimicos. N&o houve efeito sobre os niveis de glicose, uréia, creatinina, AST,
colesterol total, triglicerideos, fosfatase alcalina, bilirrubina total, direta e indireta e lactato
desidrogenase, exceto por uma reducdo do nivel de ALT em ratos machos tratados com
EHSmM 200 mg/kg e um ligeiro aumento do nivel de glicose no grupo das fémeas tratadas
com a mesma dose do extrato, em relagdo ao grupo controle. No entanto, todos os
valores permaneceram sob a escala de referéncia para a espécie (HARKNESS et a.,
2010).

Os pardmetros sanguineos analisados por Raji et al. (2006) nos estudos com o
extrato aquoso da casca de Spondias mombin também néo apresentaram anormalidades
quando comparados ao grupo controle.

No exame macroscoépico, ndo foram observados quaisquer sinais anormais e/ou
alteragbes na cor, textura ou peso absoluto e relativo dos 6rgédos internos dos ratos de
ambos os sexos tratados com o extrato hidroalcodlico das folhas de Spondias mombin.
Embora na andlise microscépica tenha sido observada a presenca de discreto infiltrado
linfocitario no figado dos ratos de ambos os sexos tratados com EHSm (500 mg/kg e 2000
mg/kg) e aumento do espaco da capsula de Bowman nos rins das fémeas (EHSm 500 e
2000 mg/kg) e machos tratados com todas as doses de EHSm, nenhum efeito adverso
sobre os marcadores usuais de figado e toxicidade renal (enzimas hepéticas, ALT, AST,
creatinina e ureia) foi observado, indicando que o EHSm n&o provocou danos
significativos nestes 6rgéos no periodo estudado.

Auséncia de toxicidade histoldgica dos 6rgdos alvo (figado e rins) também foi
reportada no estudo de toxicidade sub-aguda em ratos tratados com o extrato aquoso das
folhas de Spondias mombin nas doses de até 1500 mg/kg. N&o foi observada nenhuma
diferenca patolégica nos grupos tratados quando comparados ao grupo controle
(HAMENOO, 2010).
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Quanto a toxicidade reprodutiva, a avaliagdo do EHSm sobre o desenvolvimento
embriondrio em ratas foi realizada a partir da administragéo oral durante o periodo de pré-
implantacdo da gestacdo. Vérias espécies vegetais podem interferir nesse periodo de
prenhez promovendo aumento da perda de pré e pds implantagdo, retardo no
desenvolvimento e morte fetal, além de malforma¢cdes (ALMEIDA e LEMONICA, 2000;
GOONASEKERA et al., 1995; LEITE et al., 2004).

O EHSm, em todas as doses, ndo produziu sinais como salivagdo, piloerecéo,
diarréia, reducéo significativa do consumo de 4gua ou comida, ou alteragbes na atividade
locomotora das ratas prenhez tratadas durante o periodo de pré-implantagdo, tais
alteragdes sao ferramentas usuais para identificar toxicidade materna (MANSON e KANG,
1994).

Porém, o grupo de 2000 mg/kg apresentou aumento no consumo de agua em
relacdo ao grupo controle, na segunda e terceira semanas. O efeito dos extratos na
ingestdo de agua pode ser devido a perturbacdes na secrecdo do horménio antidiurético
no hipotadlamo ou devido a perturbages no funcionamento normal do rim com o aumento
da excrecdo. A estimulacdo de sede acontece no nucleo paraventricular do hipotalamo, e
pode ser causada em resposta a falta de horménio antidiurético (ADH) ou estimulag&o
nefrogénica (NOSIRI et al., 2010). Porém, como em nosso estudo de toxicidade de doses
repetidas tal alteracdo no consumo de agua néo foi observada, bem como nédo observou-
se sinais de toxicidade renal, sugere-se que o aumento do consumo de 4gua das fémeas
prenhes tratadas com o EHSm na dose de 2000 mg/kg esteja relacionado a gestacgéo.

Alteracdo no ganho de massa corporal no estudo de toxicidade é considerado um
parametro importante a ser avaliado, mudangas nesses valores podem indicar um efeito
toxico da droga, podendo ser um indicador de efeito colateral adverso (RAZA et al., 2002).

O presente estudo constatou que o tratamento com S. mombin por via oral durante
o periodo de pré-implantacdo da gestagéo, reduziu significativamente o ganho de massa
corporal das ratas. Essa redugéo foi observada concomitante a administracdo do EHSm
em todas as doses no periodo da pré-implantacdo. Apdés a descontinuagdo da
administragdo do EHSm, ndo foram mais observadas diferengas no ganho de massa
corporal durante a gestagdo como um todo (1° a 20° dia). Nossos resultados estdo de
acordo com o estudo realizado por Uchendu e Isek (2008), com o extrato aquoso
etandlico das folhas de Spondias mombin administrado intraperitonealmente em ratas
prenhes por 4 dias consecutivos a partir do primeiro dia de prenhez. Nesse estudo o

ganho de massa corporal foi menor durante o periodo de tratamento das ratas na fase
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inicial da gestagdo, ndo sendo observadas tais redugbes durante as demais fases de
prenhez pds-tratamento.

A reducdo da massa corporal das ratas prenhes observada no presente estudo
indica uma possivel toxicidade materna, que deve ser investigada em maior detalhe em
estudos subsequentes incluindo os demais periodos da gestagao.

Na fase de pré-implantagdo, o embrido se encontra com células indiferenciadas
em divisdo mitética. Sabe-se que a reducdo do ndmero de células no embrido durante
essa fase pode provocar retardo na formacdo do blastocisto (KOLA; FOLB, 1986),
aumento nas perdas de pré e pos-implantacdo (KVITKO; GIMMLER, 1986). A taxa de
perda de pré-implantacdo € o principal parametro avaliado nesse periodo. Ela estabelece
a correlacdo entre o numero de oOvulos liberados e aqueles que, apds fecundados,
conseguiram sofrer implantacdo no utero (ALMEIDA; LEMONICA, 2000), avaliando, dessa
forma, a implantacdo do blastocisto no utero (CHANG et al., 2002). Enquanto a taxa de
reabsorcdo e perda pos-implantagdo estabelece correlagdes entre o ndmero de
blastocistos implantados e aqueles que ndo desenvolveram (ALMEIDA; LEMONICA,
2000).

No que se refere aos parametros reprodutivos, ndo foram observadas diferencas
significativas nas massas dos fetos, placentas, numero de implantacdes ou reabsorcdes e
perdas de pré e pds-implantacédo. Estes parametros foram similares nos grupos tratados
com o EHSm e o grupo controle, sugerindo uma capacidade normal de reproducéo e
desenvolvimento dos blastocistos implantados. Nao foram observadas diferencas
estatisticas entre os grupos controle e tratados nos valores da massa dos ovarios e do
ndimero de corpos lateos, o que pode ser interpretado como um aumento normal do
volume do corpo liteo e como uma producdo normal de progesterona (CHANG et al,,
2002).

Alteragdes como reducdo de massa corporal fetal, morte e malformagdes, séo
indicativos de sinais de toxicidade materna (JELINEK, 2005). A exposicdo materna a
alguns xenobioticos durante a gestacao pode gerar prole com tamanho e peso reduzidos
ao nascer, juntamente com maiores taxas de natimortos, morte neonatal, defeitos de
nascimento e tumores (CASTRO; PALERMO-NETO, 1988).

As folhas de S. mombin tém sido utilizadas popularmente para indugéo de aborto e
expulsdo da placenta (UCHENDU; ISEK 2008). Nenhuma morte e/ou malformacdes dos
fetos foram observadas, nem mesmo com a dose mais elevada, sugerindo que o extrato

hidroalcodlico das folhas de S. mombin, por via oral, ndo apresentou efeito abortivo no
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periodo estudado, dessa forma, ndo encontramos evidéncias de que o EHSm possa
interferir nos processos de pré-implantacao.

Estudos realizados com a administracdo intraperitoneal do extrato hidroetandlico
das folhas de S. mombin na dose de 800 mg/kg do 8° ao 11° dia de prenhez
(correspondente ao periodo de organogénese da gestacdo) também ndo demonstraram
efeito abortivo (UCHENDU; ISEK 2008).

Entretanto, Offiah e Anyanwu (1989), relataram ag&o abortiva em fetos de ratos e
camudongos, nas diferentes fases do desenvolvimento da prenhez com a administragéo
intraperitoneal do extrato aquoso das folhas de S. mombin nas doses de 750 e 1500
mg/kg, porém tal efeito também n&o foi reportado no periodo inicial da gestacdo. O
estagio fetal da gestacdo é caracterizado por diferenciacdo histoldgica e funcional dos
orgaos e sistemas e nesta fase, podem-se gerar altera¢des funcionais que sdo capazes
de causar a morte do feto (FRITZ e GIESE, 1990).

Diante disso, futuros testes deverao ser conduzidos incluindo o tratamento durante
as demais fases da gestagéo, a fim de melhor caracterizar a toxicidade reprodutiva do

extrato hidroalcodlico das folhas de Spondias mombin.
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7. CONCLUSAO

Os resultados obtidos permitem constatar os seguintes aspectos:

. A andlise quimica do extrato hidroalcodlico das folhas de Spondias mombin
revelou a presenca dos padrdes analiticos de flavonoides: isoquercetina, quercetina e
canferol, corroborando com resultados ja descritos na literatura, além da presenca do
polifenol resveratrol.

. O teste de toxicidade aguda indicou que o extrato hidroalcodlico das folhas
de Spondias mombin é bem tolerado em ratos Wistar na dose de 5 g/kg, ndo produzindo
efeitos toxicos.

. Os ensaios de toxicidade ndo clinica mediante tratamento de doses
repetidas por via oral, ndo demonstraram sinais significativos de toxicidade sobre os
parametros hematolégicos, bioquimicos e morfolégicos macroscépicos em ratos Wistar de
ambos os sexos. As alteragdes histologicas ocasionais vistas no figado e rins néo
apresentaram relevancia clinica, j& que ocorreram de forma discreta e ndo generalizada
com os demais testes de toxicidade.

. A administragdo do extrato hidroalcodlico das folhas de Spondias mombin
durante o periodo de pré-implantacdo da gestacdo ndo produziu morte materna ou efeito
abortivo e também néo alterou os pardmetros comportamentais e o desenvolvimento
uterino normal da prole, sugerindo que o EHSm néo interfere nos processos de pré-
implantag@o. Contudo, a reducdo no ganho de massa corporal, no periodo de tratamento,
observada nas ratas tratadas (EHSm 200, 500 e 2000 mg/kg, v.0.) indica uma possivel
toxicidade materna, que deve ser investigada em maior detalhe em estudos subsequentes

incluindo os demais periodos da gestacao.
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