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“Sem o reino vegetal nada existiria sobre a terra.
Um campo sem plantas ndo tem beleza, chama-se
estéril, e para nada presta! Todos os bens de que
se goza sdo devidos ao reino vegetal, o mais rico
dos reinos, e criador do animal. Por esta
consideracdo cumpre que o viajante traga sempre
nas algibeiras os germens delas para quando
achar terreno, e estacdo propria, semear em

proveito do pais onde se achar, e do seu proprio.”

Antbnio Moniz de Souza (1843)



RESUMO

ANTONELLI-USHIROBIRA, T.M. 2015. Avaliacdo etnofarmacoldgica e toxicoldgica pré-clinica
in vivo do extrato bruto dos rizomas de Limonium brasiliense. Tese de Doutorado. Programa de
Pds-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Estadual de Maringa.

A terapia com plantas medicinais tem sido a escolha de muitas mulheres para o alivio das desordens
menstruais. Limonium brasiliense estd entre as plantas da biodiversidade brasileira utilizada
popularmente para o tratamento da tensdo pré-menstrual e como regulador dos periodos menstruais.
Estudos apontam o uso popular de suas raizes, no entanto, as descri¢fes botanicas recentes confirmam
tratar-se de rizomas. Considerando a importancia etnofarmacoldgica dessa espécie, o presente trabalho
objetivou realizar estudo morfo-anatémico dos rizomas de L. brasiliense, bem como avaliar in vivo a
seguranca de uso e a atividade hormonal de seu extrato bruto (EB). Para o estudo morfo-anatdmico
cortes histologicos do tecido vegetal foram observados sob microscopia Optica e microscopia
eletronica de varredura. O material vegetal foi caracterizado como sendo rizoma pela presenca de
entren6s nas brotacdes laterais nos tecidos jovens, presenca de periderme multiestratificada, raios
parenquimaticos, presenca de aerénquima, feixes vasculares dispostos radialmente e grupos de
esclereides dispersos pelo cortex e medula. A avaliacdo da toxicidade aguda foi realizada em
camundongos machos e fémeas Swiss, a qual determinou uma DLs, de 4,8 g/kg. A avaliacdo da
toxicidade crénica mostrou que o EB, mesmo em doses acima da considerada terapéutica, mantém-se
seguro ao uso. A avaliacdo da mutagenicidade, pelo teste do micronucleo, demonstrou potencial
mutagénico em doses acima de 2,0 g/kg. A avaliacdo da atividade hormonal foi realizada em ratas
Wistar imaturas. Os resultados mostram retardo na idade de abertura do canal vaginal nos animais
tratados com EB nas doses de 12,5, 25, 50, 100 ou 200 mg/kg, quando comparados ao grupo CP.
Quando analisados em conjunto: aumento do peso relativo do Utero, dosagens de progesterona e
estrogénio relacionadas com a fase do ciclo estral, predominancia da fase diestro durante o tratamento,
bem como a analise histoldgica dos 6rgdos Utero, ovarios e vagina, o0s resultados com o EB nas doses
de 25, 50 ou 100 mg/kg indicam uma tendéncia da acdo da progesterona por uma possivel
interferéncia na acdo do estrogénio. Os resultados determinam ser rizoma o 6rgdo da planta usado na
medicina popular, e que o extrato bruto de L. brasiliense é seguro para uso na espécie animal e doses
avaliadas, e apontam para um possivel efeito sobre o sistema reprodutor feminino.

Palavras-chave: Limonium brasiliense, rizoma, toxicidade pré-clinica, atividade hormonal, avaliacdo
uterotropica.



ABSTRACT

ANTONELLI-USHIROBIRA, T.M. 2015. Ethnopharmacological assessment and toxicology pre-
clinical in vivo of the crude extract from rhizomes of Limonium brasiliense. Ph.D. Thesis.
Programa de P6s-Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Estadual de Maringa.

The herbal therapy has been the choice of many women to relieve menstrual disorders. Limonium
brasiliense is among the plants of Brazilian biodiversity popularly used for the treatment of
premenstrual syndrome and as a regulator of menstrual periods. Studies suggest the popular use of its
roots however recent botanical descriptions confirm its as rhizomes. Considering the approach
ethnopharmacological of this species, this study aimed to perform morphological and anatomical study
of rhizomes of L. brasiliense, and to evaluate in vivo the security of the use and hormonal activity of
its crude extract (CE). For the morphological and anatomical study histological sections of plant tissue
were observed under light microscopy and scanning electron microscopy. The plant material was
characterized as rhizome with the presence of internodes from buds in young tissues, presence of
multilayered periderm, parenchyma rays, presence of aerenchyma, vascular bundles arranged radially
and sclereids groups scattered throughout the cortex and pith. The assessment of acute toxicity was
conducted in male and female Swiss mice, which determined a LDs, of 4.8 g/kg. The evaluation of the
chronic toxicity showed that CE, even above the considered therapeutic doses, remains secured to use.
The evaluation of mutagenicity with the micronucleus test showed mutagenic potential in doses above
2.0 g/kg. The evaluation of the hormonal activity was carried out in immature female rats. The results
show delayed age to opening the vaginal canal in animals treated with CE at doses 12.5, 25, 50, 100 or
200 mg/kg when compared to PC group. The obtained results: the increase of the relative uterus
weight, progesterone and estrogen dosage analyzed with the estrous cycle phase, predominance of the
diestrus phase during treatment, as well as histological examination of the uterus, ovaries, and the
vagina organs, the data with CE at doses 25, 50 or 100 mg/kg demonstrated a tendency of the
progesterone action by a possible interference of estrogen action. The results determined as rhizome
the organ of the plant used in folk medicine and demonstrate the crude extract of L. brasiliense is safe
for using in the animal species and the tested doses, and indicated to an effect on the female
reproductive system.

Key-words: Limonium brasiliense, rhizome, preclinical toxicity, hormonal activity, uterotrophic
evaluation.
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O uso de plantas medicinais ainda é uma atividade em evidéncia no Brasil, e remonta desde o
periodo de colonizagdo. Desde entdo, os conhecimentos advindos dos povos nativos tem sido passados
de forma continua até os dias atuais. O interesse em produtos naturais, como fonte de provaveis
produtos farmacéuticos, tem sido cada vez mais constante. Isto demonstra a importancia em
desenvolver estudos que possam promover o0 uso racional e a conservacdo dessas espécies (SEIDL,
2002; VEIGA et al., 2005; SANTOS, 2008; BOLSON et al., 2015; FAGG et al., 2015).

A Organizacdo Mundial da Salde reconhece a importancia do conhecimento tradicional no
uso das plantas, como fonte de pesquisa para novos farmacos no combate a diversas doencas (OMS,
2002). O uso dos conhecimentos tradicionais encurta o percurso no desenvolvimento da pesquisa
cientifica, uma vez que, o pesquisador, inicia os trabalhos com provavel indicacdo de atividade
biolégica. Esta estratégia visa, também, diminuir as chances de toxicidade com os uso de plantas
medicinais (FUNARI & FERRO, 2005).

O conceito do estudo etnofarmacolégico tem seguido, por vezes, 0 mesmo principio indiano
da farmacologia reversa. Por esse principio, 0 caminho seguido em uma pesquisa cientifica seria da
clinica para o laboratério ao invés do laboratério para a clinica. Por essa metodologia, busca-se
aumentar as chances de seguranca de uso de futuros medicamentos (PATHWARDAN &
MASHELKAR, 2009).

No entanto, para que uma pesquisa cientifica envolvendo planta medicinal seja completa, deve
ter como base inicial a comprovacdo da identidade botanica dessa espécie, composicdo quimica
definida com isolamento, identificacdo e analise dos compostos isolados e a determinacdo de suas
propriedades farmacolégicas e toxicas (DAVIENNE, 2004). O estudo desenvolvido a partir de
extratos de plantas colocam alguns desafios ao pesquisador, uma vez gque sdo misturas complexas de
substéancias ativas, parcialmente ativas e inativas, e a atividade, muitas vezes, ndo ocorre sobre um
Unico orgao-alvo (KLEIN et al., 2009; HEINRICH, 2010).

No Brasil, a Portaria n® 116/96 estabelece gque todos os medicamentos devem apresentar
estudos toxicologicos para fins de registro e comercializagdo (BRASIL, 1996). Para o0s
fitomedicamentos a legislacdo estabeleceu normas complementares dispostas na RDC n° 26 de
13/05/2014 (BRASIL, 2014). Os estudos toxicoldgicos pré-clinicos sao padronizados pelo “Guia para
a conducdo de estudos ndo clinicos de toxicologia e seguranga farmacoldgica necessarios ao
desenvolvimento de medicamentos” (BRASIL, 2013), que prevé a realizacdo de estudos para
toxicidade aguda e cronica, bem como testes de carcinogenicidade e mutagenicidade da droga vegetal
em estudo.

Nos paises em desenvolvimento, a pratica do uso da medicina tradicional representa a
principal fonte de medicamentos para cerca de 80% da populagdo. Entre os fitomedicamentos
encontram-se as plantas com atividade sobre o sistema reprodutor feminino. As acdes dessas plantas

tem sido pautadas na existéncia de compostos quimicos denominados fitoesteroides, 0s quais
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apresentam atividade semelhante aos horménios fisiol6gicos humano (OMS, 2002; LEMBE et al.,
2012; VAN DIE, 2013; VAN ANDEL et al., 2014).

Diversos disturbios do sistema reprodutor feminino tem encontrado auxilio de tratamento em
terapias alternativas, como no uso de plantas medicinais, muitas vezes em associacdo a terapia
tradicional (VAN DIE, 2013; VAN ANDEL et al., 2014). As desordens menstruais, que incluem
amenorreia, polimenorreia, oligomenorreia, hipomenorreia, menorragia, dismenorreia e tensao pre-
menstrual (TPM), encontram-se entre os distirbios que mais acometem as mulheres. Os sintomas e
desconfortos, que sdo considerados de moderados a severos, gerados pelo quadro menstrual, afetam
diretamente a qualidade de vida de muitas mulheres em idade reprodutiva (YONKERS et al., 2008;
YASIN et al., 2012; SADEGHI & MAHMOOD, 2014; BATHIA et al., 2015).

Na literatura ha diversos relatos de plantas que sdo usadas em distirbios menstruais, entre elas
aparecem constantemente descritas a Vitex agnus-castus L., 6leo de primula (Oenothera biennis L.),
Cimicifuga racemosa (L.) Nutt., Glycine max (L.) Merril, (TESCH, 2002; GIRMAN et al., 2003;
DENNEHY, 2006; YOUNKERS et al., 2008; SILVA et al., 2013). No entanto, os estudos que se
encontram disponiveis nem sempre comprovam ou explicam suas a¢des farmacoldgicas ou, ainda, ndo
exclui acBes toxicoldgicas (VAN ANDEL et al., 2014; BATHIA et al., 2015).

Entre as plantas que apresentam relato de uso como regulador hormonal, encontra-se o
Limonium brasiliense (Boiss.) Kuntze, pertencente a biodiversidade brasileira e nativa da regido sul do
Brasil, sendo encontrado também no Uruguai e Argentina. Seus rizomas sdo empregados
popularmente em diversas desordens menstruais (MOURA, 1985, MURRAY et al., 2004; ZAPPI,
2015).

Alguns estudos envolvendo a atividade bioldgica dessa espécie vegetal tem sido descritos,
entre as atividades estudadas encontram-se: atividade antibacteriana, anti-inflamatoria, antiviral e
antioxidante (ROSITO, 1975; MURRAY et al., 2004; RODRIGUEZ et al., 2011; FARAL-TELLO et
al., 2012), e somente um estudo envolvendo possivel efeito toxico (MOURA et al., 1985).

Embora ndo se encontre na literatura estudos relacionando sua efetividade e seguranga de uso,
que sdo exigidos aos fitomedicamentos, essa espécie vegetal apresenta grande potencial e perspectiva

para o desenvolvimento de um possivel medicamento fitoterapico



2. REVISAO DE LITERATURA




20

2.1 ASPECTOS GERAIS
2.1.1 Familia Plumbaginaceae

A familia Plumbaginaceae € um dos maiores grupos dentro das Angiospermas. Apresenta duas
subfamilias: Plumbagineae e Staticeae nas quais se encontram distribuidos 24 géneros que incluem
cerca de 2340 espécies, sendo 635 nomes de espécies aceitos e 630 consideradas sinonimias e, as
outras espécies listadas consideradas ndo resolvidas ou, ainda, ndo aceitas (THE PLANT LIST, 2015).
As espécies pertencentes a essa familia estdo distribuidas em regides semidridas, litoraneas e salgadas,
principalmente das Asia Central e Mediterraneo (HARBORNE, 1967).

A familia é composta de ervas perenes e arbustos, sendo suas plantas caracterizadas por folhas
simples e alternas, sem estipulas. As flores sdo vistosas, de coloracdo azul, bissexuais e simetria radial
(JOLY, 2005; BRITANNICA, 2015). Apresenta plantas com interesse econémico como ornamentais
em jardins (BRITANNICA, 2015).

Plumbaginaceae ndo é uma familia endémica no Brasil, encontrando dominio fitogeogréafico
na Amaz0nia, caatinga e Mata Atlantica. No Brasil sdo encontrados dois géneros, Plumbago na regido
Nordeste e Leste, e Limonium na regido Sul. No entanto, somente duas espécies sdo representativas
desses géneros, Plumbago scandens e Limonium brasiliense, respectivamente (JOLY, 2005; FLORA
DO BRASIL, 2015).

2.1.2 Género Limonium

O género Limonium, sinonimia Statice, pertencente a familia Plumbaginaceae, compreende
cerca de 770 espécies, sendo que destas 163 espécies sdo aceitas e 113 sdo sindbnimos (KUNITAKE et
al., 1995; THEPLANTLIST, 2015). E considerado o mais rico da familia Plumbaginaceae, podendo
ser encontrado nas regides litoraneas da América do Norte, Sul da Africa e da América do Sul, além
da Australia (MOBOT, 2015). As espécies de Limonium vivem geralmente como plantas halofitas,
inclusive em regides alpinas (CHANT, 1993).

As plantas do género Limonium tém se destacado no cenario mundial de produgdo e
comercializacdo de flores de corte, fresca e/ou desidratada para utilizacdo em floriculturas no preparo
de arranjos (KUNITAKE et al., 1995; LOPES, et al., 2003).

A composicdo quimica deste género tem sido reportada como muito rica, apresentando entre
seus componentes aminoacidos, flavonoides, taninos, polissacarideos, alcaloides, entre outros (ZHEN-
FA & LIANG, 1991; LIN; CHOU, 2000 apud EREN &0OZATA, 2014).

A partir do extrato hidroetandlico das raizes de L. gmelinii foram isolados e identificados os
flavan-3-06is, galocatequina e epigalocatequina, e duas protoantocianidinas diméricas (2R,3R,4R-
epigalocatequina-(4—8)-2R,3R-epigalocatequina-3-O-galato e 2R,3R,4R-epigalocatequina-(4—8)-
2R,3R,3,5,7,3°,4°,6’-hexahidroxiflavana) (ZHUSUPOVA; ABIL’KAEVA, 2006a e 2006b).
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Kurul’kina et al. (2004) isolaram e identificaram em L. gmelinii e L. popovii &cido gélico,
quercetina, miricetina, miricetrina, epigalocatequina-3-O-galato, 3-O-B-D-(6"-galoila)-
galactopiranosideo, miricetina 3-O-p-D-galactopiranosideo, 3-O-B-D-glucopiranosideo, 3-O-p-D-(6"-
galoila)-glucopiranosideo,  3,5,7,3',4',6'-hexahidroxiflavona, =~ miricetina  3-O-a-L-(2'-galoila)-
arabopiranosideo, sendo as duas Gltimas inéditas na literatura.

Diversos estudos envolvendo espécies do género Limonium, entre elas L. meyeri Kuntze, L.
aureum (L.) Hill, L. sinuatum e L. bicolor (Bunge) Kuntze demonstram a presenga de flavonoides,
tendo sido isolados e identificados miricetina e seus derivados, quercetina e seus derivados,
naringenina, homoeriodictiol, eriodictiol e canferol (ROSS, 1984; ZHANG & ZOU, 2004;
MOVSUMOV & GARAEYV, 2005; YE & HUANG, 2006).

Diferentes espécies de Limonium da regido do Cazaquistdo (L. gmelinii (Willd.) Kuntze, L.
otolepis (Schrenk) Kuntze, L. popovii Kubansk., L. myrianthum (Schrenk) Kuntze, L. leptophyllum
Kuntze, L. suffruticossum (L.) Kuntze) foram estudadas quanto a composicdo de acidos graxos.
Verificou-se que a composicdo qualitativa de acidos graxos saturados e insaturados era a mesma
porém, houve diferengas quantitativas entre as espécies. Ainda, verificou-se que a concentragdo de
acido graxo insaturado foi de duas a quatro vezes maiores que de saturado nas partes aereas
(ZHUSUPOVA et al., 2006a; ZHUSUPOVA et al., 2006b).

Estudo com Limoniastrum guyonianum Durieu ex Boiss., espécie do Norte da Africa utilizada
para tratar desinterias, demonstrou a presenca de polifendis, flavonoides e taninos condensados em
suas folhas e galhos (TRABELSI et al., 2012). Mais recentemente foi isolado dessa espécie dois
mondmeros (N-E-cafeoil tiramina e N-E-feruloil tiramina) e um dimero (limoniastramida) de amida
fendlica acida, sendo esse dimero isolado pela primeira vez neste trabalho. Nesse mesmo estudo essas
substancias foram testadas in vitro quanto as propriedades antioxidantes, os quais apresentaram
promissores resultados, com efetiva atividade antioxidante e capacidade de eliminacdo de radicais
livres (TRABELSI et al., 2014).

Em um estudo envolvendo 17 espécies de Limonium, foi encontrado, pela primeira vez nessa
familia, fitoecdiesteroides em 7 espécies (L. bellidifolium Dumont, L. binervosum Salmon, L. gerberi
Soldano, L. otolepsis, L. peregrinum R.A.Dyer, L. perezii (Stapf) F.T. Hubb. e L. ramosissimum (Poir)
Maire) (WHITING et al., 1998).

Estudos relacionados a atividade bioldgica do género Limonium tem sido reportados por
muitos autores. O extrato etandlico das raizes secas de L. sinense (Girard) Kuntze demonstrou ser
efetivo contra o virus Herpes Simplex tipo 1. Pelo fracionamento bioguiado isolou-se a samarangenina
B, gque em ensaios mostrou ser um agente antiviral contra a replicacdo do virus e, aparentemente, sem
citotoxidade in vitro (KUO et al., 2002). Em outro estudo, diferentes extratos (etandlico, metanolico,
hexanico e diclorometano) de L. densiflorum Kuntze foram testados quanto a atividade antiviral frente
ao HSV-1 e virus influenza (H1N1), apresentando melhor resultado com o extrato etandlico contra

virus HSV-1 o qual exibiu potente acéo inibitoria. Esses extratos foram analisados por cromatografia


http://www.theplantlist.org/tpl/record/tro-25400348
http://www.theplantlist.org/tpl/record/tro-25400365
http://www.theplantlist.org/tpl/record/kew-2495677
http://www.theplantlist.org/tpl/record/tro-25400373
http://www.theplantlist.org/tpl/record/tro-25400570
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em camada delgada (CCD), demonstrando a presenca de flavonoides e saponinas como a classe de
produtos naturais majoritarios (MEDINI et al., 2014a).

O extrato das raizes de L. sinense apresentou efeito hepatoprotetor em modelo de injaria
hepatica, tendo sido observado o bloqueio significativo do aumento da atividade sérica da aspartato
aminotransferase e da alanina aminotransferase (TANG et al., 2007). A atividade hepatoprotetora foi
confirmada com novos ensaios, a qual foi relacionada a um mecanismo de protegdo mitocondrial
(TANG et al., 2008).

Tang et al. (2012) testaram também a atividade antitumoral e imunomodulatéria de
polissacarideos de raizes de L. sinense, e verificaram a inibi¢cdo do crescimento de tumores em ratos e
efeito sinérgico significante da atividade antitumor quando combinado com 5-fluorouracil (5-FU).

Em um estudo in vitro envolvendo tanto extrato etandlico das partes subterraneas de L.
sinense, como a substancia isolada acido galico, foi observado que ambos apresentaram potente
atividade em suprimir a infeccdo dos hepatocitos pelo virus da hepatite C, bloqueando a entrada do
virus na célula (HSU et al., 2015).

Estudos relacionando a atividade antioxidante de varias espécies do género Limonium tém sido
descritos. Aniya et al. (2002) testaram o extrato aquoso de L. wrightii (Hance) Kuntze o qual
demonstrou forte acdo antiradicais livres in vitro pelos métodos de 2,2-difenil-1-picrilhidrazila
(DPPH) e anion superdxido e moderada acdo para radicais hidroxilas. A administracao intraperitoneal
desse extrato em ratos, que tiveram intoxicacdo hepatica induzida por tetracloreto de carbono,
demonstrou a reducdo da atividade sérica da aspartato aminotransferase e da alanina aminotransferase,
efeito caracteristico de atividade antiradicais livres in vivo. Essa acdo foi relacionada principalmente
com a presenca de acido galico no extrato.

A atividade antioxidante de 10 extratos de L. delicatulum Kuntze em diferentes estagios
fisioldgicos (5 extratos para o estagio de floracdo e 5 extratos para o estagio vegetativo) foi avaliada
frente ao radical DPPH. Os extratos mais polares, acetona, metanol e etanol, do estagio de floragao,
apresentaram maior eficiéncia como antioxidante quando comparados aos extratos aquosos e
hexanicos. Estes extratos também apresentaram melhor atividade antimicrobiana contra 7 patdgenos
humanos Gram positivos e Gram negativos. Foram identificados nesses extratos por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) compostos fendlicos, sendo os principais o acido p-cumarico e acido
clorogénico os quais foram associados ao melhor desempenho desses extratos (MEDINI et al., 2014b).

Medini et al. (2015) testaram extratos hexanico, diclorometano, metandlico e etandlico de L.
densiflorum para a atividade antioxidante pelo método de capacidade de absorvancia do radical
oxigénio (método ORAC), atividade de eliminacdo do &nion superoxido e atividade em células. A
avaliacdo da atividade anti-inflamatoria ocorreu por quantificacdo do 6xido nitrico (NO). Em ambos
0s testes o extrato metandlico exibiu melhores resultados. No entanto, o extrato diclorometano
apresentou a maior atividade anticancerigena contra carcinoma pulmonar humano e adenocarcinoma

de colon.
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Em um screening realizado com plantas haléfitas da regido central dos Balcas (Sérvia), a
atividade antioxidante foi determinada pela técnica do DPPH e Statice gmelinii Willd. apresentou um
alto potencial antioxidante (STANKOVIC et al., 2015).

A pesquisa de compostos com atividade antioxidante em L. aureum (L.) Hill foi realizada
utilizando-se um método otimizado, on line-HPLC com DPPH, para deteccdo da capacidade de
eliminagdo de radicais livres. Foram identificados sete flavonoides incluindo miricetina-3-O-p-D-(6"-
O-galoil)-glucopiranosideo,  miricetina-3-O-glucosideo, miricitrina, eriodictiol-7-O-glucosideo,
miricetina, eridictiol e homoeridictiol (GENG et al., 2015).

2.1.3 Limonium brasiliense (Boiss.) Kuntze

Espécie inicialmente designada por Statice brasiliense Boiss. (DE CANDOLLE, 1848), e
posteriormente designada Limonium brasiliense (Boiss.) Kuntze (KUNTZE, 1891) (Figura 1),
apresenta duas sinonimias — L. brasiliense var. brasiliense e L. brasiliense var. patagonicum (Speg.)
Burkart (THE PLANT LIST, 2015).

b o
SR

Figura 1: Limonium brasiliense (Boiss.) Kuntze, partes aéreas.
Foto: Claudimar Sidnei Fior. (http://www.ufrgs.br/fitoecologia/florars/open_sp.php?img=7334)

E conhecida popularmente como baicuru, guaicuru ou guaicurd, sendo uma erva perene,
comum na zona litor&nea de restinga. Encontra-se distribuida pela Argentina, Uruguai e Sul do Brasil
— Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul — preferencialmente em terrenos baixos e sujeitos & maré
(solo salino) e, as margens do Rio da Prata (MOURA, 1985, MURRAY et al., 2004). Segundo Zappi
(2015), pode ser encontrado do Sul do Brasil até o Rio de Janeiro.
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A primeira descricdo botanica de L. brasiliense encontra-se na Flora brasiliensis (MARTIUS,
1840-1906). A descricdo morfoanatdmica minuciosa foi realizada por Dias da Silva e encontra-se
somente na primeira edicdo da Farmacopeia Brasileira como sendo raizes (SILVA, 1926).
Recentemente, Antonelli-Ushirobira et al. (2015) determinaram ser rizomas e ndo raizes a parte da
planta utilizada pela populacdo como medicinal, dissipando, assim, as ddvidas geradas pala literatura,
e contribuindo dessa forma, com a avaliacdo farmacognostica de L. brasiliense.

Quimicamente a planta foi descrita inicialmente por Rosito (1975), o qual analisou um extrato
hidroetandlico (95%) e verificou a presenga de taninos hidrolisaveis, condensados, acido 4-metoxi-
galico, R-sitosterol e saponinas triterpénicas. Posteriormente foi descrito a presenca de taninos,
leucoantocianinas, acido hidroxicinamico e acido elagico nas raizes (MEDICINA et al., 1977 apud
MURRAY et al., 2004; RAGONESE; MILANO, 1984 apud MURRAY et al., 2004). Cardoso (1990)
verificou a presenca de acido galico, epicatequina e taninos condensados por CCD. De um extrato
metandlico das raizes de L. brasiliense foram isolados miricetina-3-O-a-raminopiranosideo, acido
galico, epigalocatequina, galocatequina, e epigalocatequina-3-O-galato (MURRAY et al., 2004).
Também foi verificado a presenca de acido-4-metdxi-galico, benzoato de benzila, sacarose, flavona,
isoflavona, flavonona e cumarina (Figura 2) (MOURA et al., 1985; MURRAY et al., 2004).
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Figura 2: Exemplos de estruturas quimicas encontradas em L. brasiliense. (A) acido gélico; (B)
acido elagico; (C) catequina; (D) epicatequina; (E) galocatequina; (F) epigalocatequina.

O contetdo de polifendis totais (PT) do extrato acetona:agua (7:3 v/v) das raizes de L.
brasiliense foi determinado por método espectrofotométrico UV/VIS. O método desenvolvido e
validado por Blainski et al. (2013) determinou 23,5% de PT no extrato, expressos em porcentagem de

pirogalol.
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Na medicina popular L. brasiliense tem sido utilizada como antisséptico nas infecgdes
geniturinrias, adstringente, depurativo e, principalmente, no tratamento de célicas menstruais e como
regulador dos periodos menstruais (MOURA et al., 1985). Ha relatos de uso também no tratamento de
hemorragia, reumatismo e, acredita-se ainda ter propriedades cardioprotetoras (MURRAY et al.,
2004). Em um estudo etnoboténico realizado por Fenner et al. (2006) L. brasiliense foi uma das
espécies citadas pela populacdo e usada no tratamento de Ulceras e leucorreias, estando seu uso
relacionado a uma potencial atividade antiflngica.

Alguns estudos de avaliacdo bioldgica de extratos de L. brasiliense tem sido relatados. Rosito
(1975) verificou a atividade do extrato hidroetanolico (95%) das raizes de baicuru frente Bacillus
mycoides, Escherichia coli, Staphylococus aureus, entre outros. A atividade bacteriostatica e anti-
inflamatéria também foi demonstrada em extratos alcodlicos (extrato fluido) por Jahns e Crescente
(1976). Faral-Tello et al. (2012) demonstraram interessante atividade antiviral de extrato etandlico
(70%) de L. brasiliense frente ao virus herpes simples tipo | (HSV-1), o qual inibiu a replicagdo in
vitro, com ECs, de 185 pg/ml.

Moura et al. (1985) demonstraram agdo anti-inflamatoria do extrato etandlico (100%), por via
i.p, na dose de 250 mg/kg no teste do edema de pata induzido por carragenina. No teste de toxicidade
excessiva, 0 extrato, na dose de 2,0 g/kg, por meio da administracdo intravenosa (veia caudal),
apresentou sinais expressivos de toxicidade.

Rodriguez et al. (2011) testaram in vitro a atividade anti-inflamatéria de extrato
semipurificado de L. brasiliense e do composto isolado miricetina-3-O-ramnosideo frente a
superproducéo de 6xido nitrico pela linhagem de células RAW 264.7 estimuladas por LPS, sendo que
0 composto isolado apresentou o melhor resultado.

A atividade antioxidante de fracBes semipurificadas das raizes foi avaliada pela determinacgéo
do ICs, através da habilidade de quelar radicais livres usando o método de DPPH. O extrato
metanolico das raizes de L. brasiliense e o composto isolado miricetina-3-O-a-raminopiranosideo
apresentaram ICsy de 20,0 uM e 40,0 puM respectivamente, guando comparados ao composto
quercetina com ICso de 20,7 uM (MURRAY et al., 2004).

2.2 ASPECTOS GERAIS DO SISTEMA ENDOCRINO

As fungdes do organismo humano séo reguladas pelo sistema nervoso e pelo sistema hormonal
ou enddcrino. Entre as fungdes reguladas pelo sistema enddcrino encontra-se a reprodu¢do (GUYTON
& HALL, 2006).

Os horménios sdo substancias quimicas sintetizadas por uma célula ou por um grupo de
células para exercer um controle fisiol6gico sobre outras células do organismo (GUYTON & HALL,
2006). Quando o hormdnio é sintetizado por uma célula muito préxima da célula-alvo, ele chega ao

destino através de difusdo pelo espaco intersticial, o que caracteriza o efeito paracrino. Quando esse
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efeito ocorre na prépria célula sintetizadora do horménio tem-se o efeito autocrino, e ao efeito
exercido em células distantes da célula sintetizadora, onde o horménio é levado pela corrente
sanguinea, tem-se o efeito endécrino (MACHADO, 2012).

Os horménios produzidos no organismo humano sdo denominados horménios locais quando
exercem efeitos locais especificos, ou horménios gerais quando secretados por glandulas enddcrinas
especificas e exercem acdo em diversas partes do organismo induzindo muitas reacfes diferentes
(GUYTON & HALL, 2006).

2.2.1 Aspectos fisiologicos do aparelho reprodutor feminino

2.2.1.1 Hormonios Sexuais Femininos

O sistema hormonal feminino constitui-se de horménios liberados pelo hipotalamo, hipéfise
anterior e ovarios (GUYTON & HALL, 2006). Os principais hormonios envolvidos no sistema
enddcrino sexual feminino sdo o hormdnio liberador de gonadotrofinas (GnRH), hormdnio foliculo
estimulante (FSH), horménio luteinizante (LH), estrogénio e progesterona. Esses horménios sdo
divididos, quimicamente, em dois grupos, os hormdnios esteroides, em que a estrutura quimica é
baseada no nucleo esteroide e sdo derivados do colesterol (estrogénio e progesterona); e 0s hormonios
proteicos ou peptidicos, em que os horménios sdo proteinas, peptideos ou derivados destes (GnRH,
FSH e LH). Hormdnio estrogénio é um termo usado para designar um grupo de horménios, sendo que
0s trés principais sdo os horménios 17p-estradiol, estrona e estriol (Figura 3) (FRANCI &
ANSELMO-FRANCI, 2012; LEHNINGER et al., 2006).
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Figura 3: Estruturas quimicas dos horménios estrogénicos (A: 17p-estradiol; B: estriol;
C: estrona) e progesterona (D).

Os horménios proteicos sdo formados pelo reticulo endoplasmético granular das células

glandulares a partir da proteina inicial denominada de pré-pro-horménio. Esta é clivada em uma
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proteina menor, o0 pré-horménio, que é transportado para o aparelho de Golgi onde sofre nova
clivagem originando o horménio ativo. Apds é armazenado no citoplasma da célula endécrina até que
um sinal especifico (nervoso ou hormonal) provoque sua secrecao. Os horménios esteroides formados
a partir de moléculas do colesterol e varios intermediarios sdo sintetizados por enzimas presentes nas
células glandulares apds estimulo apropriado. A conversdao nos horménios finais ocorre em poucos
minutos e é seguida pela imediata secrecao (VANDER et al., 1981; GUYTON & HALL, 2006).

Os horménios liberados na corrente sanguinea sdo transportados por proteinas transportadoras,
principalmente albumina, e exercem seus efeitos ap6s a ligagdo com receptores-alvo nas células
teciduais. Esses receptores localizam-se na superficie da membrana celular, no citoplasma ou no
ndcleo. A combinagdo desses hormonios com seus receptores desencadeiam alteracdes na célula,
como alteracdo da permeabilidade da membrana, ativagdo de enzimas intracelulares ou ativacdo de
genes pela ligacdo a receptores intracelulares (GUYTON & HALL, 2006).

A secrecdo dos hormodnios pela glandula endécrina é controlada por um mecanismo de
feedback negativo, isto é, a estimulacdo da liberacdo de um determinado horménio provoca a inibicdo
do horménio estimulador. Nesse mecanismo a propria glandula tem capacidade de monitorar a
intensidade do efeito bioldgico causado pelos seus hormonios. Assim, o fator importante a ser
controlado ndo é a velocidade de secrecdo do hormdnio, mas o grau de atividade do 6rgdo-alvo.
(MACHADO, 2012; GUYTON & HALL, 2006).

2.2.1.2 Ciclo menstrual e ovulacéo

Uma das caracteristicas mais significativas do processo de amadurecimento sexual da mulher
¢ 0 aparecimento da primeira menstruacdo, ou menarca, que aparece entre 9 e 17 anos de idade. Nessa
fase, denominada puberdade, ocorrem modificacdes organicas e comportamentais decorrentes de
alteracdes de secregdo de hormdnios. A puberdade ocorre devido a modificagcGes do funcionamento no
eixo hipotalamo-hipdfise-gbnada, ocorrendo aumento de producdo de gonadotrofinas (LH e FSH)
levando ao inicio dos ciclos sexuais femininos (ciclo menstrual) (GUYTON & HALL, 2006; FRANCI
& ANSELMO-FRANCI, 2012).

O ciclo menstrual caracteriza-se por alteragbes mensais na velocidade da secregdo dos
hormdnios femininos e tem duracdo média de 28 dias. Pode ser dividido em duas fases: proliferativa
(acdo predominante do estrogénio) e secretora ou progestacional (agdo do estrogénio e progesterona).
Entre essas fases ocorre a ovulagdo (GUYTON & HALL, 2006; FRANCI & ANSELMO-FRANCI,
2012).

Durante cada més do ciclo sexual feminino os niveis de FSH e LH aumentam e diminuem,
constituindo variacGes ciclicas os quais provocam alteragdes ovarianas. Resumidamente esse periodo
pode ser descrito da seguinte maneira: apds a secrecdo do horménio GnRH pelo hipotalamo, 0 mesmo

atinge a circulagdo porta-hipofiséaria estimulando a secre¢do de FSH e LH pela adeno-hipdfise. Esses
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hormdnios promovem feedback negativo sobre 0 GnRH, atingem a corrente sanguinea e chegam aos
ovarios estimulando essas células-alvo. O FSH promove o crescimento dos foliculos ovarianos
primordiais, 0s quais passam a liberar estrogénio. O LH é necessario para a fase final do crescimento
folicular e para a liberagdo do ovdcito pelo foliculo ovariano maduro (ovulagdo). Atua também na
transformacdo das células da granulosa em células luteinicas (formagdo do corpo luteo) que secretam
progesterona. Os horménios, estrogénio e progesterona, exercem acentuado efeito de feedback
negativo sobre a adeno-hipofise, essa acdo leva ao declinio dos niveis séricos de FSH e LH (Figura 4).
(NUNES, 2012; FRANCI & ANSELMO-FRANCI, 2012; GUYTON & HALL, 2006).
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Figura 4: Sistema de retroalimentacdo negativa no aparelho reprodutor feminino.
Fonte: UNSW Embryology (https://embryology.med.unsw.edu.au/embryology/index.php/BGD_Lecture_-
_Endocrine_Development)

A diminuicdo dos horménios FSH e LH marca o fim da fase folicular ou proliferativa, ocorre
entdo a ovulagdo, que consiste no rompimento do foliculo maduro e liberacdo do dvulo. Inicia-se,
portanto, a fase progestacional, onde ocorre aumento dos niveis de progesterona secretada pelo corpo
lateo formado. A diminuicdo da secrecdo pela adeno-hipo6fise dos hormdnios FSH e LH, fazem com
gue os niveis séricos desses horménios caiam para niveis muito baixos, ocasionando, portanto, a
degeneracdo completa do corpo luteo. Em consequéncia, os niveis dos hormonios ovarianos,
estrogénio e progesterona, diminuem acentuadamente, o que resulta na menstruacéo pelo Utero. Essa
diminuicdo dos horménios ovarianos cessard o efeito inibitério da liberacdo de GnRH pelo
hipotdlamo, sendo o mesmo novamente liberado iniciando novo ciclo ovariano (Figura 5) (NUNES,
2012; FRANCI & ANSELMO-FRANCI, 2012; GUYTON & HALL, 2006).
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Figura 5: Ciclo menstrual feminino (Fonte: http://www.drcarlos.med.br/cicl_mentr_1qif.gif)

2.3 ASPECTOS HORMONAIS EM RATAS

O uso de roedores em pesquisas cientificas deve-se, principalmente, ao fato de ser um animal
pequeno, muito prolifero (8 a 15 filhotes), ter periodo de gestacdo curto (20 a 23 dias), ser de facil
domesticacdo e manutencédo e a alta possibilidade de procriacdo com expectativa de vida de 2,5 anos
(GUIMARAES; MAZARO, 2004; CHORILLI et al., 2007).

As ratas, assim como na fisiologia humana, apresentam integragdo de sistemas
neuroenddcrino, nervoso central e ovarios, constituindo o eixo hipotadlamo-hipofise-ovario. As ratas
tornam-se aptas a reproducdo rapidamente (50+10 dias de idade), sendo que os efeitos hormonais ja
estdo presentes em torno de 30 dias de vida, quando pode ser observada a abertura do canal vaginal. O
ciclo hormonal (ciclo estral) regular inicia-se apds cerca de uma semana (GUIMARAES &
MAZARO, 2004; CHORILLI et al., 2007).

O ciclo estral tipico é do tipo poliéstrico com ovulagdo esponténea, e é caracterizado por duas
fases fundamentais: a fase proliferativa ou folicular, e a fase progestacional ou secretora. Na rata ndo
ha uma fase progestacional tipica (a menos que haja fecundacéo ou coito) (FRANCI & ANSELMO-
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FRANCI, 2012; MARCONDES et al., 2002). As varia¢des hormonais das ratas comparadas as

variacgdes que ocorrem em mulheres estdo demonstradas na figura 6.
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Figura 6: Comparacéo entre os ciclos estral de ratas e ciclo menstrual das mulheres quanto as alteragfes
hormonais. Fonte: Staley & Scharfman, 2005 (Adaptado)

O ciclo estral dura de 4 a 5 dias, divididos em fase proestro, estro (com atuacao do estrogénio),
metaestro e diestro (com atuacdo da progesterona). O proestro comega com a fase folicular do ovéario
onde ocorre predominio de células epiteliais nucleadas e arredondadas (em esfregago vaginal), que
culmina no estro, onde o predominio é de células queratinizadas anucleadas. As fases metaestro e
diestro caracterizam a fase luteinica do ovario. Na fase diestro observa-se predominio de leucdécitos e
na fase metaestro encontra-se os trés tipos celulares em iguais proporc¢des (Figura 7) (MARCONDES
et al., 2002; CHORILLI et al., 2007).
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Figura 7: Fases do ciclo estral e a relagdo com a citologia vaginal. CN: Células
nucleadas; CEC: células epiteliais cornificadas. Fonte: Adaptado de
(http://137.222.110.150/calnet/Ovarian/page2.htm)
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Os estudos iniciais de Long e Evans (1922 apud MARCONDES et al., 2002) revelaram a
relacdo entre os horménios ovarianos e a citologia vaginal. Esta relacdo entre as fases do ciclo estral e
a citologia vaginal encontra-se descrita no Quadro 1.

Quadro 1: Fases do ciclo estral de ratas e citologia vaginal (LONG & EVANS, 1922 apud MARCONDES et al.,

2002).
Metaestro Diestro Proestro Estro
Fase transitoria Fase pré-ovulatéria Fase ovulatoria Fase pos-ovulatoria
6-8 h 55-57 h 12-14 h 25-27 h
Igual proporcéo das Predominio de Predominio de Predominio de células
diferentes células leucocitos células nucleadas anucleadas
EFEITO PROGESTEROGENICO EFEITO ESTROGENICO

2.4 PLANTAS MEDICINAIS COM ATIVIDADES HORMONAIS

A terapia com plantas medicinais tem sido a escolha de muitas mulheres para o alivio dos
sintomas da tensdo pré-menstrual (TPM), célicas menstruais, mastalgia ciclica, infertilidade, sintomas
da menopausa (ondas de calor, ins6nia, sudorese, mudangas de humor, depressdo, irritabilidade) e
salde dssea (GIRMAN et al., 2003; TESCH, 2003; DENNEHY, 2006).

Embora essas condi¢Bes patoldgicas envolvam diferentes fisiologias hormonais, acarretando
diversos sintomas e disfuncdes, os mecanismos biolégicos propostos relacionam a atuacdo dos
horménios gonadais, seus metabdlitos e a interacdo com neurotransmissores e 0 sistema
neurohormonal (HALBREICH, 2003; VAN DIE et al.,, 2013). Essas varia¢cfes hormonais sdo
responsaveis pelas alteracbes de humor, caracteristico nas mulheres em idade reprodutiva no periodo
de TPM e em mulheres na menopausa (RUBINOW & SCHMIDT, 2006).

Diversas plantas apresentam em sua composicéo fitoestrégenos, que sdo substancias quimicas
que imitam ou modulam a ac8o do estrogénio enddgeno por terem grande afinidade pelos receptores
de estrogénio B (RE-B). Os fitoestrogenos estdo agrupados em quatro categorias principais:
isoflavonas, cumestanos, lignanas e flavonoides. Dessa forma essas plantas tornam-se alternativas de
tratamento para as disfungdes hormonais em mulheres (DENNEHY, 2006; MICHEL et al., 2013,
SILVA et al., 2013).

Glycine max (L.) Merril (soja) tem sido frequentemente consumida como alternativa a terapia

hormonal por mulheres no climatério. Apresenta como principais componentes genisteina e daidzeina
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(isoflavonas), os quais se ligam e ativam RE-B (DENNEHY, 2006; HAJIRAHIMKHAN et al., 2013;
MICHEL et al., 2013; SILVA et al., 2013).

Cimicifuga racemosa (L.) Nutt. é considerada a mais popular entre as plantas utilizadas como
auxiliar para o alivio dos sintomas da menopausa, TPM e dismenorreia, no entanto, os estudos
confirmam a indicacdo somente para menopausa. Espécie rica em glicosideos triterpénicos, seu
mecanismo de ac¢do ndo esta ainda completamente elucidado, no entanto sabe-se que apresenta efeitos
tanto estrogénicos quanto antiestrogénicos (TESCH, 2002; GIRMAN et al., 2003; DENNEHY, 2006;
HAJIRAHIMKHAN et al., 2013).

O 6leo de primula (Oenothera biennis L.), rico em &cido linoleico e acido gama-linolénico,
dois acidos graxos importantes na formacdo de uma das prostaglandinas anti-inflamatérias (PGEL),
tem sido usado por muitas pacientes como auxiliar nos sintomas dolorosos da TPM. Sua efetividade,
no entanto, ainda ndo esta devidamente comprovada (GIRMAN et al., 2003; CAMPAGNE &
CAMPAGNE, 2007; YOUNKERS et al., 2008).

Vitex agnus-castus L. tem sido usada desde a antiguidade para disfuncBes reprodutivas
femininas. Atualmente seu uso tem sido aprovado para o tratamento de irregularidades menstruais e
TPM, no entanto popularmente ainda é utilizada para dismenorreias, primaria e secundaria, e
mastalgia ciclica. O mecanismo de acdo descrito até o momento indica inibicdo da secrecdo de
prolactina. Apresenta como constituintes ativos dois glicosideos iridoides (agnusideo — 0,6% e
aucubina — 0,3%), 6leo essencial e flavonoides (TESCH, 2002; GIRMAN et al., 2003; DENNEHY,
2006; YOUNKERS et al., 2008).

Diversas outras espécies vegetais tem sido avaliadas experimentalmente por seus efeitos
hormonais, tais como: Achillea millefolium L. (DALSENTER et al., 2004), Eriosema laurentii De
Wild (ATEBA et al., 2013), Pueraria mirifica Airy Shaw & Suvat. (MALAIVIJITNOND et al., 2004;
CHERDSHEWASART et al., 2008; SOOKVANICHSILP et al., 2008), Tephrosia candida (Roxb.)
DC. (HEGAZY et al., 2011), Ailanthus excelsa Roxb. (RAVICHANDRAN et al., 2007), Punica
granatum L. (SATPATHY et al., 2013), Michelia champaca L. (TAPRIAL et al., 2013), Tribulus
terrestris L. (MARTINO-ANDRADE et al., 2010), Tropaeolum majus L. (LOURENCO et al., 2012),
Lepidium meyenii Walp. (UCHIYAMA et al., 2014).

2.5 ASPECTOS TOXICOLOGICOS IN VIVO E IN VITRO

Os estudos toxicoldgicos objetivam predizer os possiveis efeitos adversos quando da
exposi¢do humana a determinadas substancias quimicas ou medicamentos (MEYER, 2003).

O uso tradicional de plantas com finalidades terapéuticas, mesmo que por centenas de anos,
ndo estabelece sua seguranga. As formas mais sutis e cronicas de toxicidade, como a mutagenicidade,
carcinogenicidade e hepatotoxicidade podem se fazer presentes desde geracOes anteriores sem,
contudo, terem sido detectadas (WHO, 2000; NEWALL et al., 2002).
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O uso indevido ou desconhecido das plantas € preocupante do ponto de vista das intoxicagdes,
sendo considerado um problema de satde publica (VEIGA JUNIOR et al., 2005). Segundo dados do
SINITOX (Sistema Nacional de Informagdes Toxico Farmacolégicas), no ano de 2012 ocorreram
99035 casos de intoxicacdes, dos quais 1185 casos foram de pessoas intoxicadas por plantas, tendo
ocorrido um 6bito. Desses casos 26 foram por uso indevido das plantas e 15 casos por auto medicacao
(SINITOX, 2012).

Os casos de toxicidade com plantas, muitas vezes consideradas medicinais, representam um
risco potencial a saide humana, reforcando a importancia dos testes toxicolégicos com as espécies
vegetais da flora nativa (VEIGA JUNIOR et al., 2005). Com o propo6sito de identificar os potenciais
perigos no uso das plantas, 0s modelos animais sdo predominantemente utilizados para os estudos
toxicoldgicos (MEYER, 2003; CAZARIN et al., 2004).

Assim, alguns estudos in vivo tem sido reportados com espécies nativas, 0s quais podem ser
exemplificados a seguir.

A avaliacdo da toxicidade aguda da espécie Aspidosperma subincanum Mart. Ex A.DC.,
conhecida como guatambu, prevalente em Goias e muito utilizada pela populagdo, foi realizada em
camundongos com a administracdo de um extrato metandlico por gavage. O extrato, mesmo em doses
altas (5000 mg/kg), ndo demonstrou toxicidade aos animais, tendo sido caracterizado praticamente
como atoxico (GOLONI et al., 2005).

Sachetti et al. (2009) demonstraram através de testes in vivo que o Oleo-resina de copaiba
(Copaifera reticulata Ducke) ndo apresenta toxicidade aguda e efeitos neurotoxicos nas doses
testadas, o que confere, segundo os autores, uma relativa margem de seguranga no uso do Gleo-resina
como agente terapéutico.

A toxicidade in vivo de Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville, conhecida como
barbatimdo, tem sido objeto de estudos de varios autores. Rebecca et al. (2002 e 2003) demonstraram
a toxicidade aguda e subaguda do extrato bruto das cascas de barbatimdo, bem como a
hepatotoxicidade do extrato bruto em altas doses. Costa et al. (2010 e 2013) demonstraram que um
extrato semipurificado das cascas de barbatimdo ndo apresentou efeito genotoxico no teste de
microndcleos (medula dssea), e também ndo houve toxicidade aguda e crbnica desse extrato
semipurificado nas doses testadas.

Antonelli-Ushirobira et al. (2010) avaliaram in vivo a toxicidade aguda e subcrdnica de um
extrato semipurificado das sementes de Paullinia cupana (Mart.) Ducke, popularmente conhecida
como guarana. Esse estudo demonstrou ndo haver toxicidade do extrato semipurificado em
tratamentos prolongados (90 dias) com a menor dose avaliada (30 mg/kg), embora essa dose seja
excessivamente maior que a dose previamente determinada como efetiva por Otobone et al. (2005),
que foi de 4,0 mg/kg do extrato semipurificado.

A toxicidade aguda e subcronica do extrato seco da erva mate (llex paraguarienses St. Hill.)

foi avaliada em camundongos e coelhos. Em ambas as espécies os resultados demonstraram ser o
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extrato seco bem tolerado, uma vez que ndo promoveu efeitos toxicos em nenhum dos tratamentos
(ANDRADE et al., 2012).

Em um estudo pré-clinico utilizando coelhos, Lonni (2012) avaliou a seguranca de uso de
formulagdes contendo extratos de Trichilia catigua A. Juss (catuaba), nas concentracdes de 0,5 e 1%,
para uso cosmético. Avaliou também a permeacdo cutdnea das formulacbes por espectroscopia
fotoacustica. Os resultados obtidos demonstraram que as formulagdes testadas sdo seguras para uso e
também apresentam permeacao tanto em nivel de epiderme quanto de derme.

A utilizacdo de modelos animais para as analises toxicolégicas de medicamentos tem sido
justificada pelas semelhancas estruturais, tanto celular quanto bioquimica, entre os seres humanos e 0s
animais (MEYER, 2003). No entanto, o uso de animais de laboratério tem causado preocupacao ética
devido ao grande nimero de animais utilizados e do sofrimento causado em alguns tipos de
experimentos, levando os grupos de pesquisa a procurar métodos alternativos que sejam
cientificamente comprovados para a substituicdo dos animais de laboratério (PINTO et al., 2000;
MEYER, 2003; CAZARIN et al., 2004).

Entre as varias técnicas alternativas que tem sido propostas e validadas encontram-se técnicas
in vitro (ex. cultura de células e tecidos) e in silico (ex. modelagem computacional) (STOKES, 2002).

Os métodos in vitro sdo importantes na avaliacdo da seguranca de medicamentos, pois sdo
sensiveis, reprodutiveis, faceis de estabelecer e gerenciar e apresentam menores custos, podendo ser
uma alternativa na reducdo do naimero de animais utilizados nos testes in vivo, podendo também
auxiliar na extincdo do uso de animais em alguns dos ensaios propostos (KOETE, 1993; PINTO et al.,
2000; STOKE, 2002; CONCEA, 2015).

No entanto, Butterweck e Nahrstedt (2012), reportam que o uso de bioensaios in vitro para
avaliar extratos botanicos, torna-se um desafio por serem 0s mesmos misturas complexas de
substéancias, que na maioria das vezes, ndo apresenta boa solubilidade na &gua. Isso obriga 0 uso de
outro solvente, o qual pode interferir no teste. Outro inconveniente, segundo 0s mesmos autores, sao
as nanoparticulas maiores ou microparticulas presentes no extrato que, sedimentam rapidamente e
entram em contato com as células, desenvolvendo reacGes de estresse oxidativo ou efeitos toxicos
indesejaveis. Dessa forma, os autores alertam para a necessidade de normas claras para os testes in
vitro de extratos vegetais.

Esse inconveniente, no entanto, ndo descarta a necessidade de adequacdo dos ensaios
toxicologicos ao programa internacionalmente reconhecido denominado de 3Rs (Reduction,
Refinement, Replacement), que tem por objetivo diminuir o uso de animais de experimentagdo nas
pesquisas, diminuir o sofrimento e a substituicdo dos testes in vivo (FESTING, 1994; FLECKNEL,
1994; BALLS, 1994).



3. OBJETIVOS
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3.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho objetivou realizar estudo etnofarmacolégico com o extrato bruto dos rizomas
secos de Limonium brasiliense (Boiss.) Kuntze (Baicuru) por meio de ensaios para avaliacdo da
atividade hormonal e avaliacdo da toxicidade aguda e cronica in vivo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar a descrigdo morfo-anatdmica dos rizomas de L. brasiliense por meio de cortes
histoldgicos do tecido vegetal com observacdo sob Microscopia 6ptica (MO) e Microscopia Eletrénica
de Varredura (MEV).

Realizar analises histoquimicas no material vegetal.

Comprovar o uso popular com avaliagdo da atividade hormonal in vivo do extrato bruto de L.

brasiliense.

Avaliar abertura do canal vaginal e citologia da secre¢do vaginal em ratas.

Realizar avaliacdo uterotropica e analise histoldgica do ovario, Utero e vagina.

Quantificar os horménios estrogénio e progesterona pela técnica de quimioluminescéncia.

Realizar estudos de toxicidade pré-clinica aguda e crdnica in vivo do extrato bruto de L.

brasiliense.

Realizar avaliacdo ponderal e comportamental dos animais.

Avaliacdo da mutagenicidade e do estado redox do figado.

Anadlise histolégica dos 6rgados, urinalise e analise bioguimica do sangue.

Dessa forma a tese foi organizada em trés capitulos na forma de artigos, a saber:

e Capitulo 1: “Avaliacdo morfo-anatdmica do material vegetal ”

e Capitulo 2: “Avaliacéo in vivo da toxicidade pré-clinica”

e Capitulo 3: “Avaliacéo in vivo da atividade hormonal ”



CAPITULO 1: AVALIACAO MORFO-ANATOMICA
DO MATERIAL VEGETAL

Este capitulo consiste na descrigdo morfo-anatdbmica do material vegetal utilizado como
medicinal como contribuicdo & sua andlise farmacognostica. Este artigo foi aceito para
publicagio na Revista Brasileira de Farmacognosia, 25 (2015) 320-327. DOI:
10.1016/j.bjp.2015.07.010. (ANEXO 1).
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RESUMO

Limonium brasiliense (Boiss.) Kuntze, Plumbaginaceae, é uma erva popularmente conhecida por
guaicuru, guaicura e baicuru que habita regies alagadas por dguas salinas; podendo ser encontrada na
regido litoranea do Sul do Brasil, incluindo também o Rio de Janeiro, além de estar presente no
Uruguai e Argentina. Embora muito utilizada na medicina popular no estado do Rio Grande do Sul
para o tratamento de infeccBes do trato geniturinario e para normalizar periodos menstruais, poucos
estudos envolvendo essa espécie vegetal sdo encontrados. A existéncia de duvidas quanto a parte da
planta usada para fins medicinais, evidente em trabalhos de diferentes autores, determinou a
necessidade do estudo morfoanatdmico dessa espécie, a fim de dissipar a ddvida entre rizoma ou raiz.
A analise das caracteristicas morfoanatdmicas foi realizada sob microscopia dptica (MO) e eletrnica
de varredura (MEV). O material botanico analisado caracteriza-se como caule do tipo rizoma, com
entren6s ndo evidentes nas porcBes mais velhas, ao contrério das mais jovens. As analises
microscopicas evidenciaram a presenca de periderme multiestratificada; cortex, raios parenquimaticos
e medula, formados por tecido colenquimatoso com abundancia de espagos intercelulares nas por¢des
mais externas do coértex, mas responsavel pela rigidez do 6rgdo, e cujas paredes encontram-se
impregnadas com compostos fendlicos. Os feixes vasculares sdo colaterais de formato eliptico-

alongados, com escassos elementos de condugdo e de esclerénquima. Grupos de esclereides foram
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evidenciados dispersos pelo cortex e pela medula. Assim, as caracteristicas morfoanatdmicas descritas

determinam ser rizoma o material botanico utilizado pela populagéo nativa.

Palavras-chave: Baicuru, Guaicuru, Limonium brasiliense, Compostos fenélicos, Rizoma.

1. INTRODUCAO

O género Limonium Mill. inclui cerca de 350 espécies de ervas, sendo considerado 0 mais rico
da familia Plumbaginaceae, e estando melhor representado nas regifes mediterraneas da Europa e
Asia, podendo também ser encontrado nas regides litoraneas da América no norte, Sul da Africa e da
América do Sul, além da Australia (Mobot, 2015). Em geral, as espécies de Limonium vivem como
plantas haléfitas, inclusive em regides alpinas (Chant, 1993).

Limonium brasiliense (Boiss.) Kuntze ¢ uma erva popularmente conhecida por guaicuru,
guaicura ou baicuru (Dias da Silva, 1920), que no estado do Rio Grande do Sul é cultivada e
comercializada por pequenos agricultores em regides estuarinas da bacia do rio da Prata. Segundo
Simdes et al. (1998) é uma espécie comum na zona litoranea de restinga no sul do Brasil, do Parana ao
Rio Grande do Sul, no Uruguai e na Argentina, mas de acordo com Zappi (2015), L. brasiliense pode
ser encontrado da regido Sul do Brasil até o Rio de Janeiro. Em outros paises, como a China, caules e
raizes de diversas espécies de Limonium também sdo usadas na medicina popular, por vezes similares
morfoanatomicamente, o que dificulta a identifica¢cdo com o uso de métodos tradicionais (Ding et al.,
2012).

Embora descrita na 1% edicdo da Farmacopeia Brasileira (1929), ndo mais se encontra na
Farmacopeia atual. Popularmente é utilizada no tratamento de inflamacdes uterinas, ovarianas,
corrimento e dismenorreia (Moura et al., 1985), sendo util, para normalizar periodos menstruais
(Lifchitz, 1981), além de acdo antimicrobiana (Rosito, 1975). Segundo Murray et al. (2004) cinco
compostos antioxidantes foram isolados de extratos das raizes de L. brasiliense. Sua composicao
guimica inclui a presenca de taninos hidrolisaveis, acido 4-O-metilgalico, sitosterol, saponinas
triterpénicas de estruturas ainda ndo elucidadas e taninos condensados (Rosito, 1975).

A primeira descri¢do botanica de L. brasiliense encontra-se na Flora brasiliensis, (Martius,
1840-1906). A descrigdo anatdmica minuciosa foi realizada por Dias da Silva (1920), bem como suas
caracteristicas organolépticas enquanto frescos, com odor ativo e desagradavel, que desaparece pela
dissecagdo, e com sabor picante e adstringente. Martius (1840-1906) o denominou Statice brasiliensis
Boiss., uma erva portadora de rizoma mais ou menos escamoso. Entretanto, em 1920, Dias da Silva ao
descrever a espécie, referiu-se inicialmente a presenca de rizoma cilindrico-irregular, curto, grosso,
mais ou menos coberto por escamas, mas ao descrever anatomicamente o o6rgdo utilizado
medicinalmente, relata que s&o raizes de 1 a 2 cm de didmetro, cilindrico-fusiforme e tortuosas,
possivelmente tendo ocorrido um erro conceitual, pois em suas descri¢cdes morfoldgicas, torna-se claro

que se trata de um rizoma. Por sua vez, Reitz (1965) caracteriza a espécie como portadora de raizes
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grossas com escamas vermelhas, e esse engano, de nominar o rizoma de L. brasiliense como raizes,
também é encontrado nos estudos de Corréa (1952), Coimbra (1958), Cruz (1982), Moura et al.
(1985), Murray et al. (2004), Fenner et al. (2006) e Blainski et al. (2013).

Perante a possibilidade da exploracdo da espécie e 0 engodo entre o 6rgado a ser utilizado, este
estudo teve por objetivo a descricdo morfoanatbmica da parte da planta usada pela populacéo,
contribuindo a analise farmacognostica de L. brasiliense.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Material botanico

Para o estudo morfoanatdmico foram utilizadas amostras do rizoma de L. brasiliense
coletadas em maio de 2010 e janeiro de 2013 na Ilha dos Marinheiros (31°59°33”S, 52°10°43”W),
pertencente a cidade de Rio Grande, estado do Rio Grande do Sul, Brasil. A coleta do material
vegetal esta registrada no IBAMA-SISBIO sob o nimero 11995-3, de 2 de novembro de 2010, com
cadigo de autenticacdo 46367613, sob a responsabilidade de Jodo Carlos Palazzo de Mello. O acesso
ao material boténico foi autorizado e licenciado pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnologico (CNPq) registrado sob n. 010252/2015-0. Amostras em fase reprodutiva
encontram-se resguardadas no Herbario da Universidade Estadual de Maringd (HUEM) sob nimeros
de registro 21151 e 27725, referentes as coletas de 2010 e 2013, respectivamente. O material
boténico foi identificado pela Prof. Dra. Lilian Auler Mentz (Universidade Federal do Rio Grande do
sul).

2.2 Analise morfoanatdomica

A caracterizacdo macroscopica do rizoma de L. brasiliense foi realizada com base nos
apontamentos de Oliveira et al. (1998). Para a analise anatbmica, sob microscopio éptico (MO) e
eletronico de varredura (MEV) foram empregados segmentos do rizoma com diferentes didmetros (de
0,77 até 1,53 cm). Os segmentos foram reidratados por fervura em agua glicerinada (10%) por 15-30
min (2 vezes) e conservados em etanol 70% (Johansen, 1940), com trocas semanais, para eliminagao
do excesso do pigmento vermelho liberado por seus tecidos. As sec¢Bes para microscopia optica
foram realizadas a mao livre, nos planos padrdes para anatomia vegetal, com auxilio de laminas de
barbear. Apods, descoradas com hipoclorito de sodio (30%), submetidas a dupla coloracdo com azul de
Astra (1%) e safranina (1%) e montadas como laminas semi-permanentes com gelatina glicerinada,
segundo indicacGes de Kraus e Arduin (1997). Mesmo procedimento foi empregado para a preparagao
de laminas com o pé reidratado do rizoma de L. brasiliense.

Para a analise sob microscopia eletrénica de varredura (MEV), segmentos do rizoma foram
seccionados em porcdes de 0,3 mm nos diversos planos anatdmicos, sempre com auxilio de laminas
de barbear, e a seguir fixados em glutaraldeido 1%, em tamp&o fosfato de sédio 0,AM em pH 7,2

(Kraus and Arduin, 1997). Ap6s 72 h em glutaraldeido, as amostras foram submetidas & série
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etandlica crescente (30, 50, 70, 90, 95% v/v) durante 15 min cada, finalizando em etanol absoluto
durante 10 min por duas vezes para desidratacdo, e em seguida secas em ponto critico com CO,
(Ponto Critico da Balzers CPD 30) (Horridge and Tamm, 1969). Em seguida, as amostras
devidamente posicionadas nos planos anatémicos, foram fixadas sobre suportes metalicos com fita
dupla face de carbono, e submetidas a metalizagdo superficial, com ouro, em aparelho Shimadzu IC-
50.

As fotomicrografias foram obtidas em microscépio 6ptico Olympus BX50, enquanto que as
analises ultraestruturais foram realizadas em MEV modelo Shimadzu SS 550 (a 15 kV).

Para os testes histoquimicos foram preparadas sec¢des transversais, conforme acima, das
amostras hidratadas em agua glicerinada, as quais foram expostas ao lugol para deteccdo da presenca
de grdos de amido; cloreto de zinco iodado, detecgdo de lignina; sudan IV glicerinado, deteccdo de
substancias lipofilicas; cloreto férrico, deteccdo de polifendis e cloral hidratado 60% com acido
sulfdrico 25% para a deteccdo de cristais de oxalato de calcio (Berlyn and Miksche, 1976; Johansen,
1940; Kraus and Arduin, 1997; Farmacopeia Brasileira, 2010).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O rizoma de L. brasiliense mostra-se longo e calibroso, cujas por¢Ges mais velhas apresentam-
se com didmetro entre 0,77 a 1,53 cm (Figuras 1A a 1C), com aspecto radial muito evidente quando
fraturado (Figura 1D). Nas brotacdes laterais observam-se mais claramente os entrends com, em
média 0,38 cm de comprimento, parcialmente recobertos com fragmentos da base peciolar, de
coloracao avermelhados quando seco (Figura 1B), a semelhanca da descricdo de Martius (1840-1906)
e Dias da Silva (1920). A presenga de rizoma e tubérculos como 6rgdos de reserva e reproducao
assexuada é comum em espécies herbaceas de locais alagados, conforme concluiram Braendle e
Crawford (1999).

A superficie do rizoma de L. brasiliense apresenta-se com coloracdo marrom-escura provida
de estrias delicadas dispostas longitudinalmente, e fissuras delicadas ou profundas, dispostas
transversalmente (Figuras 1C e 2A). A periderme apresenta-se enegrecida e os tecidos internos de
coloragdo castanha-avermelhada (Figura 1D), a semelhanca das descricdes realizadas por Dias da
Silva (1920). A fratura transversal do rizoma, sob vista desarmada (Figura 1D), é do tipo granulosa na
porcdo cortical e na medular, enquanto que a por¢cdo mediana, preenchida pelos feixes vasculares,
mostra-se com aspecto raiado. Pela jungdo das caracteristicas relacionadas com a coloracéo, e pelo
fato de estar parcialmente enterrado no solo arenoso litoraneo, o rizoma dessa espécie pode ser
confundido com uma raiz pivotante tuberosa, conforme verificado nas descri¢cbes de Reitz (1965).
Né&o foram observadas diferencas estruturais em ambos os lotes de amostras analisadas.

As analises sob MO e MEYV revelaram que a periderme do rizoma de L. brasiliense apresenta-
se espessa, formada por dezenas de estratos celulares (Figura 2) que reagem positivamente ao Sudan

IV. Em vista frontal tais células sdo poliédricas, relativamente alongadas (Figuras 2B e 2C), enquanto
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que em seccdo transversal apresentam-se quadrangulares até tabulares, de paredes pouco espessadas
(Figuras 2D a 2F), tornando-se colapsadas junto a superficie do 6rgdo, mas sempre com contetdo
castanho-avermelhado, que ndo se descora na presenca do hipoclorito de sédio. Tais caracteristicas
divergem daquelas observadas no rizoma de L. furfuraceum (Lag.) Kuntze, por Grigore et al. (2014),

dotado de epiderme recoberta por cuticula relativamente espessada e com tricomas unicelulares.

Figura 1. Amostras secas de Limonium brasiliense. Rizoma longo e calibroso (setas fechadas) (A) com ramos
laterais mais delgados e envoltos pelas bases peciolares avermelhadas (setas abertas) (B); detalhes da periderme
(C) e dos tecidos internos (D).
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Figura 2: Periderme do rizoma de Limonium brasiliense. Aspecto geral das estrias superficiais (A) e das células
da periderme (B e C); cortes transversais da periderme (D e E) e detalhe de suas células (F). A, B e D: sob MEV;
C, E e F: sob MO.

O parénquima cortical do rizoma de L. brasiliense mostra-se bastante desenvolvido (Figura
3A), estando formado por células cilindricas colenquimatosas com amplos campos de pontoagdes, as
quais, na maioria das vezes, sdo alongadas tangencialmente na por¢cdo mais externa do 6rgdo, e por
vezes apresentando pequenas projegdes braciformes (Figuras 3B, 4A e B), permitindo a formacéo de

amplos espacos intercelulares, configurando um aerénquima. A formacéo de aerénquima ocorre em
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raizes e caules de espécies de locais alagados, ou entdo de locais secos sob condi¢fes adversas, como
decorréncia de estresse abidtico (Evans, 2003), como nas condi¢Bes ecoldgicas sob as quais L.
brasiliense cresce, em solos alagados e salinos das restingas paranaenses (Zappi, 2015).
Macroscopicamente, tal aerénquima confere aspecto fridvel as amostras secas do rizoma de L.
brasiliense.

Nas proximidades do floema, o parénquima cortical apresenta células isodiamétricas até
alongadas longitudinalmente, colenquimatosas como as da por¢do mais externa do cortex, e
semelhantes as células dos raios parenquimaticos interfasciculares e também aquelas que comp&em a

medula caulinar, mas sempre permitindo a formacao de espagos intercelulares relativamente amplos.

Figura 3: Rizoma de Limonium brasiliense. Aspecto geral (A) e detalhes do aerénquima (B) em seccOes
tangenciais sob MEV. co: cortex, vb: feixes vasculares, pe: periderme.

Figura 4: Estratos mais superficiais do cortex do rizoma de Limonium brasiliense. Detalhe em secgdo transversal
(A) e radial (B), sob MO. As setas indicam pequenas projecdes braciformes. sc: esclereide.

Dispersos pelo cortex estdo esclereides de dimensdes muito variadas, isolados (raros, como na
Figura 4A) ou em grupos de 5 a poucas dezenas de elementos, posicionados paralelamente ao maior

eixo do rizoma. Essas células apresentam limen restrito até volumoso, terminacdes arredondadas, em
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bisel ou anomalas, mas sempre com pontoacGes ramificadas (Figuras 5A-C), semelhantes aquelas
descritas por Metcalfe e Chalk (1950) no cortex dos caules subterraneos de L. bellidifolium (Gouan)
Dumort e L. binervosum (G.E.Sm.) C.E. Salmon. As mdltiplas camadas da parede secundaria deste
tipo de célula esclerenquimatica tornam-se ainda mais evidentes sob MEV (Figura 5D). A presenca de
grupos de esclereides também foi verificada por Grigore et al. (2014) no cortex do rizoma de L.
furfuraceum, mas em grandes grupos. Tais grupos de esclereides também se encontram na medula do

rizoma de L. brasiliense.

Figura 5: Grupo de esclereides presentes no rizoma de Limonium brasiliense, em seccdo radial (A e C) e
detalhes da parede secundaria em secgdo transversal (B) com mdltiplas camadas (D). A e B sob MO, C e D
MEV. sc: esclereides

Os feixes vasculares do rizoma de L. brasiliense sdo colaterais de formato eliptico-alongados,
de curtos a muito longos, dependendo da amostra analisada (Figura 6), mas sempre estreitos e
dispostos radialmente, conforme ja havia descrito Dias da Silva (1920), compostos por pequeno
nimero de elementos condutores em relagdo as células parenquimaticas. Feixes vasculares solitarios,
posicionados aleatoriamente foram observados no cértex e na medula (Figura 6A), por vezes

transversais ao maior eixo do rizoma.
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Figura 6: Aspecto geral dos feixes vasculares (em destaque) de diferentes amostras do rizoma de Limonium
brasiliense em seccdes transversais. Mais curtos, sob MEV (A) ou mais longos, sob MO (B). co: cdrtex, sc:
esclereides, vb: feixe vascular. As setas indicam feixes vasculares solitarios no cortex e na medula.
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O cambio vascular foi detectado apenas no interior do feixe vascular (tipo fascicular), de
aparéncia delicada e pouco aparente (Figura 7A), a semelhanca do rizoma de Senecio juergensii
Mattf., uma espécie de Asteraceae analisada por Bagatini (2008), a qual, a semelhanca de L.
brasiliense, ocorre em locais alagados. No floema ndo foram encontradas células esclerificadas
(Figura 7), enquanto que no xilema (Figura 8), os elementos de vaso, solitrios ou em pequenos
grupos podem estar acompanhados apenas por células parenquimaticas ou por fibro-esclereides curtos,
com limen amplo e terminacdes em bisel (Figuras 8B e C). Tais caracteristicas sdo muito divergentes
daquelas encontradas no caule de espécies de Plumbago L. (Plumbaginaceae) nativas da Africa do Sul
(Galal et al., 2013) que apresentam espessos cordBes de esclerénquima circundando os amplos feixes
vasculares, assim como nas espécies de Limonium analisadas por Colombo e Trapani (1992) e no
rizoma de L. furfuraceum (Grigore et al., 2014), embora o xilema secundario dessa Ultima espécie
mostre-se mais rico em esclerénquima que aquele das demais.

Ao ser analisado mais detalhadamente, os elementos do floema arranjam-se na forma de delta
(Figuras 7A e B), contando com poucos elementos condutores (Figura 7C). Por sua vez, os elementos
de vaso do xilema (Figura 8A) sdo curtos e desalinhados em relacdo ao maior eixo do 6érgao,
apresentando paredes secundarias com espessamento escalariforme com pontoacfes areoladas, além
de placa de perfuracdo simples (Figuras 8B a F).

A medula do rizoma de L. brasiliense apresenta-se volumosa, constituida por células
colenquimatosas, semelhantes as do cortex, permitindo a formacdo de amplos espacos intercelulares
(Figura 9A). Grupos de esclereides podem ser visualizados (Figura 9A), a semelhanca das trés
espécies de Plumbago analisadas por Galal et al. (2013), P. auriculata Lam., P. indica L. e P.

zeylanica L., assim como os feixes vasculares anémalos, conforme acima descrito (Figuras 6A e 9B).

Figura 7: Detalhe de alguns feixes vasculares do rizoma de Limonium brasiliense sob MO, indicando apecto
geral da organizacdo em delta do floema (A), detalhes dos raios parenquiméticos (B) e células floematicas C).
c: cambio vascular, ph: floema, pr: raio parenquimatico, ve: elemento de vaso, xy: xilema.
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Figura 8: Xilema do rizoma de Limonium brasiliense. Aspecto geral dos elementos de vaso desalinhados (A);
detalhes dos fibroesclereides que acompanham os elementos de vaso (B), ambos em seccdes radiais; detalhe dos

elementos do xilema em secc¢do transversal (C e D) e dos elementos de vaso em sec¢do tangencial (E e F). sc:
esclereides, el: elemento de vaso, fes: fibroesclereide, ra: raio parenquimatico. A, B, C e F sob MO; D e E sob

MEV.
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Figura 9: Tecidos internos (protoxilema e medula) do rizoma de Limonium brasiliense sob MO (A) e detalhes
dos feixes vasculares presentes na medula sob MEV (B). pt: medula, pxy: protoxilema, sc: esclereides, vb: feixe
vascular. As setas indicam pequenas projecdes braciformes no parénquima medular.

No pé reidratado do rizoma de L. brasilense (Figura 10) sdo facilmente identificados
fragmentos com células colenquimatosas caracteristicas do cortex, raios parenquimaticos e medula,
assim como os grupos de macroesclereides e de elementos de vaso com suas tipicas ornamentacoes de

parede e placa perfurada simples.
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Figura 10: Fragmentos observados no pé reidratado do rizoma de Limonium brasiliense sob MO. Células
corticais (A), esclereides (B) e elementos de vaso (C).

Todas as células parenquimaticas do rizoma, da espécie de Limonium sob analise, apresentam
forte reacdo ao cloreto férrico, evidenciando a impregnacdo de suas paredes por polifendis, a
semelhanca das observagdes de Colombo e Trapani (1992) nas trés espécies de Limonium, L. albidum
(Guss.) Pignatti, L. intermedium (Guss.) Brullo e L. lopadusanum Brullo, nativos das ilhas Pelagias
(Italia). Por sua vez, Lin e Chou (2000) comprovaram a presenca de flavonoides e vinte compostos
fendlicos nas folhas e caule de L. sinense (Girard) Kuntze, e Grigore et al. (2014) observaram taninos
impregnando as paredes das células esclerificadas do rizoma de L. furfuraceum. Néo foi detectada a
presenca de grdos de amido ou outras substancias ergasticas nas células parenquimaticas do rizoma de

L. brasiliense.

4. CONCLUSAO

As andlises realizadas comprovaram ser rizoma o 6rgdo de L. brasiliense utilizado
popularmente, embora os entrends, caracteristicos desse tipo de caule, ndo estejam evidentes em suas
porcdes mais velhas, ao contrario das mais jovens. Como principais caracteristicas farmacognostica
gue também podem ser observadas no pd da espécie em questdo, esta o tecido colenquimatoso do
cértex com pequenas projecoes braciformes, cujas paredes celulares encontram-se impregnadas com
compostos fenolicos; os feixes vasculares eliptico-alongados com escassos elementos condutores e

esclerénquima; e os grupos de esclereides com paredes muito espessadas e pontoagdes ramificadas.
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CAPITULO 2: AVALIACAO IN VIVO DA
TOXICIDADE PRE-CLINICA

Este capitulo consiste na avaliagdo in vivo da seguranga de uso do extrato bruto de Limonium
brasiliense. Este artigo foi aceito para publicacdo na revista Journal of Ethnopharmacology, 174
(2015) 293-298. DOI:10.1016/j.jep.2015.08.022. (ANEXO 2).
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RESUMO

Relevancia etnofarmacoldgica: Limonium brasiliense (Boiss.) Kuntze, Plumbaginaceae, popularmente
conhecida como baicuru, tem sido usada na medicina popular para tratar desordens menstruais e para
regular periodos menstruais. Entretanto, pouco é conhecido sobre sua segurancga. Este estudo avaliou a
seguranca por meio de testes in vivo da toxicidade aguda, longo prazo e do figado, e a mutagenicidade
do extrato bruto (EB) dos rizomas de L. brasiliense.

Material e métodos: A toxicidade aguda foi testada em camundongos Swiss, e a toxicidade crénica em
ratos Wistar. Camundongos machos e fémeas receberam o EB oralmente em dose Unica de 1,0, 2,0,
3,0, 4,0 ou 5,0 g/kg. Mudangas clinicas e taxa de mortalidade foram usadas como pardmetros para
avaliar a toxicidade aguda. Na avaliacdo a longo prazo, ratos machos e fémeas Wistar foram tratados
oralmente com doses didrias de EB (50, 100 ou 200 mg/kg) por 90 dias. Avaliacbes de peso,
comportamento e ingestdo de alimentos, urinalise, analises bioquimicas e hematoldgicas, assim como
observagGes macro e microscépicas de diversos 6rgdos foram realizados. O estado redox do figado foi
avaliado como meio de investigar a toxicidade hepatica, e o teste do micronucleo para avaliar a

mutagenicidade também foi realizado.
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Resultados: Avaliacdo da toxicidade aguda ndo indicou mudancgas clinicas aparentes nos animais, a
DLs, foi de 4,8 g/kg. Avaliacdo ap6s 90 dias de administragdo mostrou que o EB, mesmo em doses
mais elevadas que a considerada terapéutica, parece ser seguro. O teste do micronicleo demonstrou
um baixo potencial mutagénico para o EB.

Concluséo: Nossos resultados mostraram que o tratamento com o EB de L. brasiliense causou baixa

ou nenhuma toxicidade como avaliado usando estas doses e métodos de avaliagao.

Palavras-chave: Limonium brasiliense; Toxicidade pré-clinica; Estado redox do figado;

Mutagenicidade; Plumbaginaceae.

1. INTRODUCAO

O género Limonium, pertencente a familia Plumbaginaceae, possui 163 espécies aceitas
(Kunitake et al., 1995; ThePlantList, 2015). No Brasil, somente é encontrado Limonium brasiliense
(Boiss) Kuntze, conhecida popularmente como baicuru ou guaicuru. Essa espécie cresce
preferencialmente em terrenos baixos e solos salinos e as margens do Rio da Prata, estando distribuida
na Argentina, Uruguai e sul do Brasil (Moura et al., 1985; Murray et al., 2004).

Os rizomas de L. brasiliense tem sido empregados na medicina popular como anti-séptico nas
infeccBes geniturinarias, adstringente, depurativo e, principalmente, no tratamento de colicas
menstruais e como regulador dos periodos menstruais (Moura et al., 1985). Ha relatos de uso também
no tratamento de hemorragia, reumatismo e, acredita-se ainda ter propriedades cardioprotetoras
(Murray et al., 2004)

Estudos com extratos alcodlicos demonstraram atividade bacteriostatica e anti-inflamatoria
(Jahns and Crescente, 1976). Moura et al. (1985) demonstraram acdo anti-inflamatéria do extrato
etandlico, por via i.p, na dose de 250 mg/kg no teste do edema de pata induzido por carragenina. A
atividade antioxidante de fragbes semipurificadas das raizes foi avaliada pela determinacéo do ICs
através da habilidade de quelar radicais livres usando o método de DPPH (Murray et al., 2004)

Em um estudo etnoboténico realizado por Fenner et al. (2006) L. brasiliense foi uma das
espécies citadas pela populacdo e usada no tratamento de Ulceras e leucorreias, estando seu uso
relacionado a uma potencial atividade antifingica. Faral-Tello et al. (2012) demonstraram interessante
atividade antiviral de extrato etandlico L. brasiliense frente ao virus herpes simples tipo | (HSV-1), o
qual inibiu a replicacdo in vitro, com ECs, de 185 pg/ml.

Rodriguez et al. (2011) testaram in vitro a atividade anti-inflamatéria de extrato
semipurificado de L. brasiliense e do composto isolado miricetina-3-O-ramnosideo frente a
superproducéo de oxido nitrico pela linhagem de células RAW 264.7 estimuladas por LPS, sendo que
0 composto isolado apresentou o melhor resultado.

Quimicamente a planta tem sido descrita por apresentar taninos hidrolisaveis e condensados

(epigalocatequina, galocatequina e epigalocatequina-3-O-galato), leucoantocianidinas, &cido
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hidroxicindmico e acido elagico (Cardoso, 1990; Murray et al., 2004). Também foi verificado a
presenca de acido galico, acido-4-metoxi-galico, B-sitosterol, saponinas triterpénicas, miricetina-3-O-
o-raminopiranosideo, benzoato de benzila, sacarose, flavona, isoflavona, flavonona e cumarina
(Moura et al., 1985; Murray et al., 2004)

Apesar da existéncia de diversos estudos demonstrando os efeitos benéficos do L. brasiliense,
no tratamento de diversas afeccBes, pouco se sabe sobre sua toxicidade, em especial no figado.
Diversas substancias ou desordens metabdlicas induzem estresse oxidativo, em estadgios muito
precoces (Berson et al., 1998; Campos et al., 2012; Charlton et al., 2001; Day and James, 1998;
Fromenty and Pessayre, 1995; Kowaltowski et al., 2009; Labbe et al., 2008). O dano oxidativo, por
sua vez, e considerado o principal fator envolvido na progressdo de doencas hepaticas (Day and
James, 1998). Por esta razdo, foi avaliado, também, o estado redox do figado. Assim, neste trabalho,
foi avaliada a seguranca do uso do extrato dos rizomas da espécie vegetal, in vivo, como forma de

comprovar ou excluir possiveis toxicidades, tanto na fase aguda como cronica.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Matéria-prima vegetal

Rizomas de Limonium brasiliense foram adquiridos de produtor rural na cidade de Rio
Grande, Ilha dos Marinheiros, estado do Rio Grande do Sul, Brasil, (31°59'33"S, 52°10'43"W), em
maio de 2010, e uma exsicata encontra-se depositada no Herbarium da Universidade Estadual de
Maringd sob nimero HUEM#21151 e no Herbarium da Universidade Federal do Rio Grande
(FURG#5136). A coleta do material vegetal esta registrada no IBAMA-SISBIO sob o nimero 11995-
3, de 2 de novembro de 2010, codigo de autenticacdo 46367613, sob a responsabilidade de Jodo
Carlos Palazzo de Mello. O material vegetal foi rasurado e seco em estufa de ar circulante a

temperatura de 37£2 °C, posteriormente moido em moinho de martelos (Tigre ASN-5).

2.2 Preparacao do extrato

O extrato bruto (EB) dos rizomas (5,6 kg) de L. brasiliense foi preparado usando acetona:agua
(7:3, viv; 56 L) em Ultra-Turrax (UTC 115 KT, IKA®, Wilmington, NC, USA, 6 x 5 min, t<40 °C) na
propor¢do de 10% (p/v). Apos, o extrato foi filtrado, o solvente organico removido in vacuo, e
liofilizado, obtendo-se EB (28,30%). O contetido de polifendis totais encontrado no extrato foi 23,5%
de acordo com Blainski et al. (2013).

2.3 Animais
Os animais, camundongos Swiss (machos e fémeas, entre 30 e 45 g) e ratos Wistar [machos (220
a 240 g) e fémeas (160 a 170g)], foram adquiridos do Biotério Central da Universidade Estadual de

Maringa (UEM) e mantidos em biotérios aclimatados com temperatura controlada de 22+2 °C, com
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ciclo claro-escuro de 12 h. Receberam racéo (Nuvital®, Nuvilab Ltd., Curitiba, PR, Brazil) e 4gua ad
libitum.

Os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Conduta Etica no Uso de
Animais em Experimentagdo da UEM (parecer#064/2011- ANEXO 3) e a manipulagéo dos animais
seguiu o padronizado pelo Colégio Brasileiro em Experimentacdo Animal (COBEA, 2015)

Os experimentos para avaliagdo da toxicidade aguda e crbnica seguiram o padronizado pelo
“Guia para a condugdo de estudos ndo clinicos de toxicologia e seguranca farmacoldgica necessarios

ao desenvolvimento de medicamentos” (BRASIL, 2013).

2.4 Toxicidade aguda

O teste foi realizado segundo Brito (1994) com pequenas modificacdes. Resumidamente,
camundongos (36 machos e 36 fémeas), foram divididos, por sexo, em grupos de 6 animais formando
grupos de tratamento e grupos controle. Cada grupo de tratamento recebeu, em dose Unica, p.o., EB de
baicuru nas doses de 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 ou 5,0 g/kg e um grupo recebeu agua (controle). Os animais
foram observados quanto a possiveis alteracoes clinicas (piloerecéo, respiracdo, contor¢do, tremores,
convulsbes) imediatamente ap0ds, a administragdo do EB, 30 min, 1, 2, 4, 6, 8, 12, 24 h e, diariamente
até 14 dias, tendo sido pesados nos dias 3, 7, 10 e 14. As mortes ocorridas no periodo foram
consideradas para o célculo da DLs,. Apds este periodo os animais foram anestesiados com
pentobarbital (0,1 ml/100 g de peso corporal) para a remocao dos 6rgdos (coragdo, rins, pulmdes e
figado) os quais foram avaliados macroscopicamente, pesados e relacionados ao peso dos animais.

Apos, com sobredose do anestésico, 0s animais foram eutanasiados.

2.5 Toxicidade cronica

Ratos machos e fémeas Wistar foram pesados e separados em grupos, por sexo, de 10 animais
cada. Os grupos tratados receberam, p.o., EB nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg e um grupo controle
(&4gua) por 90 dias. Durante o periodo de tratamento os animais foram pesados semanalmente e a racdo
consumida pesada a cada 4 dias, antes de ser fornecida aos animais. A diferenca na pesagem foi
considerada e calculada na forma de alimento diario por grupo (g/dia).

Apo6s 60 dias de tratamento os animais foram submetidos ao teste do campo aberto, (Carlini et al.,
1986) como forma de avaliagdo comportamental, e iniciou-se a coleta de urina.

Ao término do periodo de tratamento, os animais, em jejum de 12 h foram anestesiados com
pentobarbital (0,1 ml/100 g de peso corporal) para a coleta de sangue (aorta abdominal) e remogao dos
6rgdos, os quais foram pesados e relacionados aos pesos dos animais. Analises hematolégicas e
bioquimicas do soro também foram realizadas. Adicionalmente, fragmentos (1 g) de figados das
fémeas foram encaminhados para avaliacdo do estado oxidativo, conforme descrito abaixo. Em

seguida, os animais foram eutanasiados com sobredose do anestésico.
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2.5.1 Avaliacdo do estado redox do figado

Fragmentos de figados (1 g; ver seccdo 2.5) de ratas (n=40) foram clampeados em nitrogénio
liquido e homogeneizados em homogeneizador Van-Potter para medidas do estado oxidativo. O
conteudo de Glutationa reduzida (GSH) foi analisado no sobrenadante utilizando-se o o-ftalaldeido
(OPT) como sonda fluorescente em espectrofluorimetro (excitagcdo, 350 nm; emissdo, 420 nm)
(Campos et al., 2012; Hissin and Hilf, 1976), e utilizado como um indicador do estado redox do
figado.

Os niveis de peroxidagdo lipidica também foram avaliados nos figados destes animais por
espectrofotometria direta, através da determinacdo da concentracdo de substancias reativas ao acido
tiobarbitdrico (TBARS), consideradas biomarcadores de peroxidacdo lipidica e dano oxidativo
(Campos et al., 2012; Ohkawa et al., 1979).

2.5.2 Analises laboratoriais

Os animais foram individualmente colocados em gaiolas metabdlicas por 24 h para coleta da
urina, a qual foi analisada quanto aos parametros fisico, quimico e de sedimentoscopia.

Para a coleta de sangue e os exames laboratoriais utilizou-se um protocolo randomizado numérico
fechado, de modo a ndo haver conhecimento, por parte do analista técnico de qual grupo estava sendo
analisado. Além das analises hematoldgicas, os seguintes parametros bioquimicos foram avaliados no
soro dos animais: cido drico, alboumina, alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase
(AST), amilase, bilirrubina total, creatinofosfoquinase (CPK), colesterol total, creatinina, fosfatase

alcalina, g-glutamiltransferase (GGT), glicose, proteinas totais, triglicerideos e ureia.

2.5.3 Avaliacao Histopatologica
Para as analises histopatologicas, os érgdos (coracdo, pulmdes, rins, figado, bago, adrenais e
testiculos ou, Utero e ovarios) foram fixados em formol 10% e posteriormente processados, fixados em

parafina e seccionados em cortes seriados de 5 um e corados em sistema HE (hematoxilina e eosina).

2.6 Mutagenicidade

Neste ensaio incluiu-se um grupo de animais tratados com ciclofosfamida (controle positivo).
Assim, os camundongos Swiss foram divididos em 6 grupos de 10 animais cada (5 machos e 5
fémeas) e tratados p.o., em dose Unica. De acordo com o tratamento, estes animais foram assim
designados: grupo controle negativo (salina), grupo controle positivo (ciclofosfamida na dose de 50
mg/kg) e os grupos tratados com EB de L. brasiliense nas doses de 0,5, 1,0, 1,5 ¢ 2,0 g/kg. Apds 24 h
da administragdo, os animais foram sacrificados e o par de fémures retirado. Em seguida, as epifises
proximais foram limpas e seccionadas e a medula Ossea retirada, lavada com soro bovino fetal e

centrifugada (3.000 x g, 5 min). Esfregacos de sedimentos secos ao ar foram corados com May-

Grunwald-Giemsa e analisados em microscopia de luz (objetiva de 100x). A existéncia de eritrécitos
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policromaticos micronucleados foi determinada apds a contagem de 2.000 eritrocitos. O efeito
mutagénico foi caracterizado pelo aumento significativo de eritrécitos policromaticos micronucleados

em relacdo ao controle negativo (Costa et al., 2010; Schmid, 1975; Vilar et al., 2008).

2.7 Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o programa Statistica® (versdo 8.0). Os resultados
foram expressos como a médiatdesvio padrdo e os mesmos foram analisados utilizando analise de
variancia unilateral (one-way ANOVA). As diferencas significativas foram determinadas pelo teste de
Tukey para os dados homogéneos e o teste de Kruskal-Wallis para dados heterogéneos. A frequéncia
de eventos para a analise histopatoldgica foi avaliada pelo Teste exato de Fisher. Foi considerado

P<0,05 como critério de significancia.

3. RESULTADOS
3.1 Toxicidade aguda

A avaliacdo pré-clinica da toxicidade aguda ndo demonstrou diferenca estatistica para as
fémeas quanto a avaliacdo ponderal e quanto ao peso relativo dos érgdos. Os machos tratados com 3,0
o/kg apresentaram diferenca estatistica significativa na evolucdo ponderal a partir do 3° dia apds
administracdo de EB. Entretanto, o grupo tratado com 4,0 g/kg apresentou diminui¢do no peso relativo
do figado. Nenhuma alteracdo clinica aparente foi encontrada nos animais durante os 14 dias de
observacdo. A mortalidade produzida nos animais pelo extrato de L. brasiliense possibilitou o célculo
da DLs, que foi de 4,8 g/kg.

3.2 Toxicidade cronica
3.2.1 Avaliacdo ponderal e comportamental

Durante o periodo de tratamento ocorreram a morte de uma fémea e dois machos na dose de
200 mg/kg e um macho na dose de 100 mg/kg. Nenhum sinal clinico de anormalidade foi observado
nos animais durante os experimentos em nenhuma das doses, e essas mortes ndo comprometeram o
andamento do trabalho.

O ensaio pré-clinico para toxicidade crénica ndo demonstrou diferenca estatistica entre os
grupos de animais para a avaliagdo ponderal (Tabela A.1), no consumo de racéo e no peso relativo dos
6rgdos avaliados (Tabela A.2).

No teste do campo aberto ndo foi verificado nenhuma alteracdo com significancia estatistica,

demonstrando a falta de alteracdo comportamental no periodo do tratamento (Tabela A.3).

3.2.2 Avaliacéo do estado redox do figado
Apenas as fémeas tratadas com a maior dose de EB (200 mg/kg) apresentaram discreta

diminuicdo no contetido de GSH, a qual, no entanto, ndo foi significativa. Em concordancia com isto,



57

os niveis de TBARS permaneceram inalterados ap6s o tratamento com todas as doses testadas. Apenas
na dose de 200 mg/kg pode ser observado um discreto aumento, o qual, porém, ndo foi significativo
(Figura 1).

5 5
I control 3 Control
5 k 5 k
_ 4 T mm 50 mgkg E _ 4 Bl 50 mgkg
= Bl 100 mgkg = E B 100 mgkg
2 sz
B ke = 34 o
<] ES 200 mgkg £t 3 200 mg/kg
; 20 E] :
= = 2 g E 2
E £E
=1 g 1
0 0

Figura 1: Avaliacdo do estado redox do figado pela medida do contetido de GSH e pelo método de TBARS.

3.2.3 Analises laboratoriais
Para os parametros urinarios examinados nenhuma diferenca significante entre os grupos
tratados e controle foi observado (Dados ndo mostrados).

Os exames hematoldgicos demonstraram diminui¢do no nimero de eritrécitos, hemoglobina e
hematocrito nos machos tratados com a dose de 50 mg/kg (9,14+0,69; 15,37+0,14; 46,70+2,87,
respectivamente).

Os exames bioquimicos de sangue mostraram alguns resultados significantes tanto em machos
guanto em fémeas, no entanto, ndo houve ocorréncia concomitante em ambos 0s grupos de animais.
Os machos apresentaram aumento nos niveis de colesterol nos trés grupos tratados (131,99+23,77;
140,22+20,86; 138,19+32,86) e aumento no nivel de glicose nos animais tratados com 200 mg/kg
(203,08450,17). As fémeas tratadas com as doses de 100 e 200 mg/kg apresentaram aumento nos
niveis de albumina (4,10+0,45; 3,99+0,54) e de proteinas totais (9,85+0,93; 9,92+0.38), e diminuicdo
nos niveis de amilase (365,95+62,05; 386,54+80,78) e colesterol (80,16+9,09; 79,24+11,65). O grupo
de fémeas tratadas com 100 mg/kg ainda apresentou aumento nas taxas de acido urico (3,81+3,01) e

glicose (157,02+23,97).

3.2.4 Avaliacéo Histopatoldgica

A avaliagdo macroscopica dos 6rgdos ndo evidenciou nenhuma anormalidade. A andlise
histopatoldgica do figado, bago, pulmdes, testiculos ou Utero e ovarios demonstraram estarem 0s
orgdos sem nenhuma mudanca histologica que possa ser indicativo de anormalidade. Tanto no grupo
controle quanto nos grupos tratados de ambos os sexos foram observados pontos hemorragicos no
coracao e 0s rins apresentaram-se com pontos de congestdo, porém, em nenhuma dessas alteragdes

houve significancia estatistica (dados ndo mostrados).
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3.3 Mutagenicidade

A anélise estatistica dos dados ndo apresentaram variancia constante, portanto foi adotada a
avaliacdo pelo teste de Kruskal-Wallis.

A avaliagdo da mutagenicidade apresentou um aumento significativo na frequéncia de
eritrocitos policromaticos micronucleados no grupo tratado com 2,0 g/kg (17,9+4,7) e no grupo
controle positivo (26,7+7,0), sendo esses valores significativamente maiores do que o controle
negativo (7,2+2,5) (Figura A.1). Nos demais grupos tratados ndo houve diferenga estatistica

significativa em relacdo ao grupo controle negativo.

4. DISCUSSAO

Os estudos toxicoldgicos pré-clinicos sdo realizados seguindo-se protocolos aceitos
internacionalmente, ainda que, exigéncias legais variem de pais a pais. O teste de toxicidade aguda é
uma avaliacdo preliminar que permite estimar as propriedades toxicas de uma substancia teste, apds
administracdo em dose Unica ou em doses repetidas em um periodo de 24 h (BRASIL, 2013). Parao L.
brasiliense o teste de toxicidade aguda demonstrou serem os machos mais susceptiveis aos efeitos do
extrato. Nestes animais ocorreu diminuicdo no peso relativo do figado na dose de 4,0 g/kg, e no peso
corporal foi o grupo tratado com a dose de 3,0 g/kg, indicando ndo haver uma relacdo dose-resposta. A
auséncia de alterac@es clinicas e a DLs, encontrada de 4,8 g/kg também indicam a baixa toxicidade do
extrato testado.

O teste de toxicidade cronica permite avaliar os riscos a salde relacionados com a
administracdo prolongada de uma substancia teste, bem como fornece informacdes adicionais sobre
efeitos cumulativos sobre 6rgdos alvo (BRASIL, 2013). As mortes ocorridas durante o periodo de
tratamento dos animais (90 dias) ndo foram significantes e ndo comprometeram o0 andamento do
tratamento. A avaliacdo ponderal ndo evidenciou nenhuma alteracdo no peso corporal em ambos 0s
sexos, 0 que pode ser considerado fator positivo na evolucdo dos animais. Outro fator avaliado, o
consumo de ragdo, também auxilia na observagdo do desenvolvimento dos animais, e neste item
também ndo houve nenhuma diferenca estatistica entre os grupos. A avaliacdo comportamental com o
teste do campo aberto, que permite avaliar a atividade locomotora do animal e estimar se o extrato
teste provoca estimulacdo ou efeito sedativo, também demonstrou ndo ter havido nenhuma alteracéo
estatisticamente significativa. Esses dados sdo indicativos de que ndo houve alteragdes fisiologicas
significativas nos animais.

Exames laboratoriais de sangue sdo essenciais e auxiliam no entendimento de qualquer
alteracdo no metabolismo animal. Tanto nos machos como nas fémeas, 0s exames hematoldgicos e
bioquimicos ndo mostraram alteragdes e os valores obtidos mantiveram-se dentro dos niveis normais

de variacéo bioldgica (Wolford et al., 1986).
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No entanto, as fémeas tratadas com as doses de 100 e 200 mg/kg apresentaram aumento nos
niveis de albumina, proteinas totais e diminuicdo nos niveis sanguineos de amilase. Essas alteracGes
bioquimicas podem ser indicativas de alteracbes na funcdo hepatica, no entanto, outros parametros
avaliados para esta funcdo como bilirrubina, AST, ALT, fosfatase alcalina e GGT ndo apresentaram
alteracBes em nenhum dos grupos tratados em ambos os sexos. As fémeas tratadas com a dose de 100
mg/kg também apresentaram valores elevados para &cido Urico que pode indicar alteracdes na funcéo
renal. Contudo, a disfuncdo renal pode ser melhor avaliada através das dosagens de ureia e creatinina,
0s quais mantiveram-se com valores normais, diminuindo dessa forma a possibilidade de problemas
para este 6rgao.

A analise histopatoldgica auxilia a interpretacdo dos resultados bioquimicos, verificando-se
possiveis anormalidades teciduais nos érgaos que possam explicar determinadas alteracGes ocorridas
com os animais. As analises histopatoldgicas dos rins e do figado ndo revelaram nenhuma alteracdo na
estrutura histoldgica dos mesmos. A avaliacdo histopatol6gica do coracdo apresentou pontos
hemorréagicos notados como pontos de extravasamento de hemécias entre as fibras musculares e
empilhamento de hemacias nos capilares. Outros estudos de toxicidade envolvendo plantas de uso
popular no Brasil também demonstraram resultados semelhantes aos encontrados para L. brasiliense,
com auséncia de mudancas significativas ou de carater expressivo do ponto de vista toxicologico nos
testes bioquimicos, hematoldgicos e histopatoldgicos (Andrade et al., 2012; Antonelli-Ushirobira et
al., 2010).

Outro parametro que nao poderiamos prescindir de investigar, ao avaliar a toxicidade do EB,
era o0 impacto que esta poderia exercer sobre o figado. De fato, este 6rgao é um alvo frequente da acéo
de drogas e, as hepatotoxicidades induzidas por drogas (drug induced liver diseases ou DILI), por sua
vez, sdo causas frequentes de insuficiéncia hepatica e da retirada de drogas do mercado (Labbe et al.,
2008). Muitas substancias produzem hepatotoxicidade por induzirem estresse oxidativo, direta ou
indiretamente (Berson et al., 1998; Campos et al., 2012; Fromenty e Pessayre, 1995; Labbe et al.,
2008). Os resultados referentes a avaliacdo do estado redox do figado das fémeas, no entanto,
demonstraram que o extrato ndo produziu alteragdes no estado redox do figado. De fato, estudos
realizados com o L. brasiliense demonstraram que o mesmo apresenta acdo antinflamatéria e
antioxidante, sendo essas caracteristicas atribuidas & presenca de polifendis, ja reportados como
efetivos antioxidantes (Rodriguez et al., 2011a; Rodriguez et al., 2011b; Tipoe et al., 2010). Em um
estudo com extrato das raizes de L. sinense 0 mesmo apresentou-se com atividade hepatoprotetora, o
qual foi relacionado a um mecanismo de prote¢do mitocondrial (Tang et al., 2008).

A avaliacdo da mutagenicidade pelo teste de micronucleo é considerada um teste de toxicidade
pré-clinica simples e eficaz para detectar mudancas causadas por agentes mutagénicos (BRASIL,
2014). Os resultados encontrados na frequéncia de eritrdcitos policromaticos micronucleados para a
ciclofosfamida estdo em conformidade com os relatos da literatura (Fagundes et al., 2005; Vilar et al.,

2008) demonstrando o efeito mutagénico desta droga.
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Os animais tratados com a maior dose de EB (2,0 g/kg) de L. brasiliense apresentaram
aumento na frequéncia de micronucleos, quando comparados ao grupo controle negativo. Este valor
encontra-se em conformidade com o encontrado por Moura et al. (1985) em um teste de toxicidade
excessiva com extrato etanolico de L. brasiliense, o qual na dose de 2,0 g/kg, por meio da
administracdo intravenosa (veia caudal), apresentou sinais expressivos de toxicidade. Dessa forma,
pode-se considerar ser o EB testado de baixo potencial mutagénico nas condicdes experimentais
avaliadas. No entanto, seu uso deve ser monitorado a fim de se evitar superdosagem e efeitos danosos
ao organismo. Ensaios com algoddozinho do campo (Cochlospermum regium Mart.) demonstrou
aumento significativo do nimero de micronucleos na dose de 38,0 mg/kg (i.p.; 20% da DLs) e,
relaciona-se esse efeito mutagénico a presenca de flavonoides, taninos e terpenos (Castro et al., 2004).
Além disso, a avaliacdo da mutagenicidade de trés extratos de murici (Byrsonima intermedia A. Juss.),
metandlico, hidrometandlico e cloroférmico, apresentaram sinais de toxicidade para o extrato
metandlico e, esse efeito, foi relacinado a presenca de flavonoides. A composicdo do extrato
metandlico e hidrometandlico é similar, porém maior teor de procianidinas foi detectado nesse ultimo

gue ndo apresentou sinais de genotoxicidade (Sannomiya et al., 2007).

CONCLUSAO

De acordo com os resultados apresentados nesse estudo observa-se que apds o tratamento
prolongado com EB de L. brasiliense, os machos apresentaram-se mais susceptiveis aos efeitos do
extrato. Sendo essa espécie vegetal usada popularmente por mulheres para regular os periodos
menstruais, observa-se que o uso prolongado foi tolerados pelas fémeas nesse estudo. Dessa forma
pode-se concluir que o extrato de L. brasiliense apresenta-se com baixa ou auséncia de toxicidade de

acordo com as doses e metodologia avaliadas, nessa espécie animal.
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Tabela A.1: Peso corporal final de ratos machos e fémeas tratados por 90 dias com 50, 100, e 200 mg/kg de EB

de L. brasiliense.

Peso corporal (g) (médiatdp)

Di
® Controle 50 mg/kg 100 mg/kg 200 mg/kg
Machos
1 222.85+27.06 222.09+21.14  227.49+20.49 231.49 £11.92
7 277.24+£21.03  277.33+2155  276.90+2453  271.80+ 26.23
14 309.40+22.42 308.59+27.08 307.00+23.91  304.30 + 28.83
21 340.27+£24.93  337.19+26.95  329.59+17.60  337.00 + 27.65
28 364.84+27.85 360.86+29.17 357.14+16.85  358.29 + 24.89
35 378.82+26.92 372.60+34.01  370.47+15.94  370.96 + 25.02
42 399.95+29.74  388.41+3493  387.50+20.16  390.43 +28.40
49 412,72 +30.64  382.80+82.34  401.74+2249  397.33+35.05
56 42559 +30.93 416.81+38.70  397.99+31.73  407.00 + 36.40
63 437.88 +32.40 42454+42.08  407.31+36.33  413.69+41.61
70 443.66 +34.56  427.99+4570  413.40+39.90 417.07 +43.10
77 452,31+ 38.14  436.02 +42.54 420.59 + 37.72 424.08 + 41.52
84 460.50 £37.28  432.85+57.57  433.77+39.52  422.88 + 40.63
91 468.21+39.16  441.28+55.46  429.50+44.73  424.07 + 54.45
98 47455 +38.22 44453+61.51  427.27+45.01  430.95+54.45
Fémeas

1 166.49 + 2.57 166.90 + 5.44 170.44 + 4.27 169.83 £ 2.74
7 184.54 + 14.01 184.39 +9.40 190.56 + 5.27 193.23+5.14
14 203.82+14.31  202.79+11.82 207.64 +5.70 215.29 £8.59
21 218.47+18.28 21472+ 11.65 220.43 + 6.24 228.08 £ 13.02
28 231.86 +21.21  226.79+12.38 233.28+7.23 236.71 +£12.36
35 24216 +19.35  237.75+12.32 242.20+7.27 247.02 £ 13.16
42 253.74 +24.28 24754 + 11.64 252.23+8.38 257.83 £ 12.55
49 261.05+25.08 252.87 +12.27 258.63 + 8.62 265.55 + 15.45
56 265.10+25.61 257.65+1255  261.52+10.19  269.39 + 15.59
63 270.35+27.97 264.86+13.10 265.78 +9.74 273.47 £17.12
70 271.48+27.00 266.41+14.42  267.48+12.00 274.34+15.27
77 279.19+30.28 271.15+14.34  268.77+1356  276.36 + 20.15
84 281.46 +30.74  271.82+14.01  272.92+1354  276.33 £23.97
91 296.26 +38.24  27559+17.29  275.03+14.46  280.65+21.68
98 287.99+3341 280.68+19.39 279.70+16.61  283.43 + 16.63




Tabela A.2: Peso relativo dos 6rgdos dos ratos machos e fémeas submetidos ao tratamento crénico com EB de L.

brasiliense.
. Peso relativo (g) (médiatdp)
Orgaos
Controle 50 mg/kg 100 mg/kg 200 mg/kg
Machos
Figado 2.92+0.22 2.90+0.23 3.13+0.14 2.88+0.38
Baco 0.12+0.01 0.14 +0.03 0.12+0.01 0.13+0.01
Coracéo 0.34 £0.03 0.32£0.05 0.34+0.03 0.34+0.04
Pulmdes 0.49+0.08 0.49 +0.07 0.59+0.15 0.62+0.19
Rim D 0.31+0.02 0.31+0.02 0.33+0.06 0.32 +0.02
RimE 0.31+0.02 0.31+0.02 0.34 +0.07 0.32 +0.02
Adrenal D 0.007 +0.001 0.004 +0.001 0.009 + 0.005 0.009 + 0.003
Adrenal E 0.007 +0.002 0.009 + 0.003 0.009 + 0.004 0.008 + 0.002
Testiculo D 0.33+0.02 0.33+£0.05 0.36 £0.05 0.36 £0.05
Testiculo E 0.33+0.02 0.35+0.05 0.36 +£0.05 0.37 £0.04
Fémeas
Figado 2.68 +0.29 2.70 £0.25 2.75+0.16 2.69+0.17
Baco 0.14+0.01 0.15+0.01 0.15+0.01 0.16 +0.02
Coracéo 0.34 £0.04 0.36 £0.02 0.35+£0.02 0.36 £0.09
Pulmdes 0.54 £0.06 0.59+0.15 0.53+0.08 0.65+0.23
Rim D 0.29 £0.02 0.30+0.02 0.29 +0.02 0.30 £ 0.02
RimE 0.29 £0.02 0.29 £0.03 0.27 £0.01 0.30+0.04
Adrenal D 0.013 +0.004 0.014 + 0.005 0.015 £ 0.008 0.017 £ 0.004
Adrenal E 0.016 + 0.005 0.013 + 0.006 0.015 + 0.006 0.013 £+ 0.006
Utero 0.24 £0.08 0.22+0.10 0.24 +0.08 0.17 £ 0.03
Ovario D 0.019 + 0.005 0.020 + 0.004 0.023 £+ 0.006 0.018 £ 0.05
Ovario E 0.019 + 0.005 0.020 + 0.006 0.025 + 0.005 0.021 +0.008

Tabela A.3: Teste do campo aberto (mov/5 min) de ratos machos e fémeas submetidos ao tratamento crénico

com EB de L. brasiliense (médiatdp).

Controle 50 mg/kg 100 mg/kg 200 mg/kg
Machos
Movimento 47.40 £11.48 45.90 £20.23 38.33 +17.45 39.75+£21.97
Rearing 23.10 £ 8.07 24.00 £10.11 22.66 +9.23 20.50 +9.53
Limpeza 9.40 +3.86 10.00 £ 7.19 12.22 +4.29 13.12 +8.39
Miccéo 0.90+1.19 0.60 £0.84 0.77+£1.39 0.62 +1.40
Defecacdo 4.30 £ 2.90 3.80 +£2.65 5.33+2091 3.87 +2.99
Fémeas
Movimento 77.40 £ 22.04 76.90 +20.39 76.10 £18.41 70.33 +22.22
Rearing 21.20 £ 8.77 20.45 +8.47 25.40 £9.97 22.33+12.54
Limpeza 12.00 +3.74 14.72 £ 4.02 10.70 £ 4.57 13.22 +10.02
Miccéo 0.80+1.54 0.63+0.92 0.70 £1.05 0.44 +0.88
Defecacdo 4.30 +3.19 4.36 +4.71 3.30 +£3.23 4.33+4.18
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Figura A.1: Fotomicrografia do esfregaco de medula dssea (1000 x) no ensaio de mutagenicidade do EB de L.
brasiliense. Legenda: M — eritrécito policromatico micronucleado; Barra de calibragio - 40 pm.



CAPITULO 3: AVALIACAO IN VIVO DA
ATIVIDADE HORMONAL

Este capitulo contém os resultados parciais da avaliacdo in vivo da atividade hormonal do extrato bruto

de Limonium brasiliense.
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RESUMO

Limonium brasiliense (Boiss.) Kuntze é uma espécie da biodiversidade brasileira utilizada
popularmente no sul do Brasil para tratar desordens do ciclo menstrual. O presente estudo teve por
objetivo avaliar a atividade hormonal do extrato bruto (EB) dos rizomas de L. brasiliense em um
modelo experimental in vivo. Ratas Wistar imaturas, com 21 dias de vida, foram divididas em grupos
(n=6) os quais receberam, por gavage durante 28 dias, agua (CN); 400 pg/kg de valerato de 17f3-
estradiol (CP) ou EB em diferentes doses (12,5; 25; 50; 100 ou 200 mg/kg). Os seguintes parametros
foram avaliados: peso corporal, consumo de racdo, abertura do canal vaginal, citologia da secrecdo
vaginal para determinagdo da fase estral, analise uterotropica e histologia dos orgdos reprodutores,
Utero, ovarios e vagina. Os resultados demonstraram ndo haver diferenca estatistica entre os grupos
para avaliacdo ponderal e consumo de racdo. Os pardmetros de avaliacdo da atividade hormonal
demonstraram retardo na idade de abertura do canal vaginal em todos os grupos tratados com EB,
guando comparados ao grupo CP. O aumento do peso relativo do utero, o ciclo estral com
predominancia na fase diestro, as dosagens de estrogénio e progesterona relacionadas com a fase do
ciclo estral e a analise histol6gica dos 6rgdos Utero, ovarios e vagina demonstram, quando analisados
em conjunto, tendéncia da acdo da progesterona por uma possivel interferéncia na agdo do estrogénio
nas doses de 25, 50 ou 100 mg/kg. Os resultados encontrados apontam para um possivel efeito sobre o
sistema reprodutor feminino, e poderia estar relacionado com o uso popular dessa espécie vegetal

como regulador hormonal.
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1. Introdugéo

Com os avangos nas areas da quimica farmacéutica e nas tecnologias para bioensaios, observa-
se um aumento nas chances de descoberta e producdo de novas drogas naturais e sintéticas a partir de
estudos etnofarmacoldgicos, principalmente quando comparados a outros programas de
desenvolvimento de novas drogas sintéticas (TELEFO et al., 2011; BUTTERWECK &
NAHRSTEDT, 2012; BOLSON et al., 2015).

E inegavel que maiores informacdes e esclarecimentos tém sido apresentados a Ciéncia a
partir do aumento dos estudos sobre a medicina popular. Dessa forma, nota-se um constante aumento
no uso de plantas medicinais, 0s quais tém surgido como uma estratégia terapéutica na profilaxia e/ou
tratamento das doencgas, sendo usadas para varias finalidades e, por vezes, associadas com
medicamentos da terapéutica convencional (VALE, 2002; SILVEIRA et al., 2008; GERTSCH, 2009).

Neste contexto, os tratamentos com plantas medicinais para salde reprodutiva feminina tem
ganhado espaco entre as mulheres que frequentemente recorrem a terapias complementares. Isto se
deve ao fato dos tratamentos convencionais, como as reposi¢cfes hormonais, ndo serem as opcdes
preferidas para uma parcela das mulheres que apresentam algum problema de salde reprodutiva, ou
ainda, o fato destes tratamentos ainda estarem indisponiveis ou inacessiveis para muitas mulheres de
paises de baixa renda (VAN DIE, 2013; VAN ANDEL et al., 2014).

Entre os distdrbios relacionados a salde reprodutiva feminina, aqueles que envolvem as
desordens menstruais estdo entre os que mais afetam a qualidade de vida de grande parte das mulheres
em idade reprodutiva. Esses disturbios incluem: amenorreia, polimenorreia, oligomenorreia,
hipomenorreia, menorragia, dismenorreia e tensdo pré-menstrual (TPM) (YASIN et al., 2012;
BATHIA et al., 2015).

A menstruacdo pode ser considerada o aspecto mais incdmodo no ciclo reprodutivo feminino.
Embora muitas plantas sejam usadas para tratar os distirbios menstruais, muito poucas espécies
foram, até agora, estudadas por suas atividades farmacoldgicas relacionadas ao tratamento dos
disturbios menstruais (VAN ANDEL et al., 2014; BATHIA et al., 2015).

Entre as plantas da biodiversidade brasileira, encontra-se o Limonium brasiliense (Boiss.)
Kuntze, conhecido como baicuru, cujos rizomas sdo empregados popularmente como antisséptico nas
infecgbes geniturinarias, adstringente, depurativo e, principalmente, para tratar disturbios menstruais
como, TPM, colicas e também como regulador dos periodos menstruais (MOURA, et al., 1985;
CARDOSO, 1990).

Estudo morfo-anatdmico dos rizomas de L. brasiliense com objetivo de auxiliar nas analises
farmacognosticas do material vegetal foi realizado por Antonelli-Ushirobira et al. (2015). Analises
quimicas dessa espécie demonstraram a presenca de diversos compostos, entre 0s quais podem ser
relacionados o acido elagico, acido galico, taninos hidrolisaveis, taninos condensados, saponinas,
cumarinas, isoflavonas e flavonoides (ROSITO, 1975; JAHNS & CRESCENTE, 1976; MOURA et
al., 1984; MURRAY et al., 2004).



70

Diversas atividades biologicas foram testadas para L. brasiliense, o qual tem sido descritas
como positivas e promissoras: atividade antioxidante, atividade bacteriostatica, anti-inflamatoria e
antiviral (ROSITO, 1975; RODRIGUES et al., 2011; FARAL-TELLO et al., 2012). A toxicidade
excessiva foi avaliada no trabalho de Moura et al. (1985). A acdo farmacoldgica foi avaliada, em
ensaio clinico, por Jahns & Crescente (1976), os quais demonstraram que uma formulagdo contendo
extrato fluido de L. brasiliense apresentou acao terapéutica nos casos de dismenorreias, leucorreias,
metrorragias e amenorreias secundarias. Estudo de avaliacdo da atividade hormonal com o EB de L.
brasiliense por 14 dias em ratas imaturas foi realizado por Blainski (2010). Ja a avaliacdo in vivo da
toxicidade pré-clinica aguda e crénica, do estado redox do figado e da mutagenicidade do EB dos
rizomas de L. brasiliense foi realizado por Antonelli-Ushirobira et al. (2015) como descrito no
capitulo 2 deste trabalho.

Tendo em vista 0s poucos estudos envolvendo essa espécie vegetal, e o uso popular
relacionado ao tratamento das desordens menstruais, o presente trabalho objetivou avaliar um possivel

efeito hormonal do extrato bruto dos rizomas de L. brasiliense.

2. Materiais e métodos
2.1. Material botanico

A matéria-prima vegetal foi adquirida em Maio de 2010 de produtores rurais na cidade de Rio
Grande, llha dos Marinheiros, estado do Rio Grande do Sul, Brasil (31°59'33"S, 052°10'43"W). A
coleta do material vegetal foi realizada sob a permissdo do IBAMA-SISBIO, No. 11995-3, de 2 de
Novembro de 2010, codigo de autenticacdo 46367613, sob a responsabilidade de J. C. P. Mello. O
acesso ao material botanico foi autorizado e licenciado pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnol6gico (CNPq), registrado sob no. 010252/2015-0. Exsicatas encontram-se
depositadas nos Herbarios das Universidades Estadual de Maringé e Federal do Rio Grande sob no.
HUEM#21151 e FURG#5136, respectivamente. Os rizomas foram secos em estufa de ar circulante em

temperatura de 3742 °C, sendo posteriormente moido em moinhos de martelos (Tigre ASN-5).

2.2. Preparo do extrato

O extrato bruto (EB) foi preparado em Ultra-Turrax (UTC 115 KT, IKA®, Wilmington, NC,
USA, 6 x 5 min, t<40 °C) a partir dos rizomas de L. brasiliense (5,6 kg) utilizando-se acetona:agua
(7:3, viv; 56 L) em uma propor¢do de 10% (p/v). Em seguida, o extrato foi filtrado e o solvente
organico retirado in vacuo e liofilizado, obtendo-se um rendimento de 28,30% de extrato liofilizado. O
conteido de polifendis totais (23,5%) foi determinado no extrato pelo método descrito por Blainski et

al. (2013), o qual corresponde a 250,29 mg de pirogalol/g de rizomas.
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2.3. Animais

Ratas Wistar imaturas com 21 dias de vida (40 a 50 g) foram adquiridas do Biotério Central da
Universidade Estadual de Maringd (UEM). Elas foram mantidas em biotério experimental exclusivo
no Departamento de Farmacia da UEM, sob condi¢cdes ambientais controladas (22+2 °C, ciclo claro-
escuro de 12 h e umidade relativa de 50+10%), e receberam &gua e alimento ad libitum. Os animais
foram aclimatados em biotério setorial por dois dias antes do inicio dos experimentos.

Os procedimentos experimentais foram desenvolvidos de acordo com o padronizado pelo
Colégio Brasileiro em Experimentacdo Animal (COBEA, 2015) e foram aprovados pelo Comité de
Conduta Etica no uso de Animais em Experimentacdo — CEAE da Universidade Estadual de Maringa
(Parecer no. 064/2011 — Anexo 3).

2.4. Avaliagdo Hormonal
2.4.1. Metodologia

Para a avaliacdo hormonal seguiu-se o descrito por Dalsenter (2004) com algumas alteraces.
Ratas imaturas (42 animais) foram divididas em 7 grupos (n=6) e tratadas diariamente por gavage por
periodo de 28 dias. Os grupos controle negativo (CN) e controle positivo (CP) receberam agua e
valerato de 17p-estradiol (400 pg/kg), respectivamente. Os grupos tratados receberam EB nas doses de
12,5, 25, 50, 100, ou 200 mg/kg. Os animais foram pesados no 1° dia do experimento para
determinacdo da dose a ser administrada e posteriormente a cada 4 dias para correcdo da dose até o 28°
dia, quando entdo as ratas foram anestesiadas com pentobarbital (0,1 mL/100 g de peso do animal), o
sangue retirado para dosagem hormonal e Gtero, ovarios e vagina retirados e enviados para avaliacdo
histoldgica. A racdo foi pesada a cada 3 dias, antes de ser fornecida as ratas, € 0 consumo considerado
pela diferenca nas pesagens e calculado na forma de alimento diario por grupo (g/dia). Diariamente as
ratas foram submetidas a coleta de secre¢do vaginal. Os animais do grupo CP foram mantidos em

biotério separado dos demais grupos.

2.4.2. Avaliacdo da abertura do canal vaginal e citologia da secre¢éo vaginal

Diariamente, as ratas foram submetidas a verificagdo visual da abertura do canal vaginal,
onde, a partir da ocorréncia do mesmo, todos os dias pela manha, entre 9:30 e 10:00 h, foram coletadas
amostras da secrecdo vaginal com auxilio de uma pipeta automatica contendo de 10 a 20 uL de salina.
O material foi colocado em laminas e avaliado a fresco em microscépio de luz (objetivas de 10 e 40x)
para monitoramento da fase do ciclo estral das ratas durante o experimento (MARCONDES et al.,
2002).
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2.4.3. Anélise uterotropica

Apbs 24 h da administracdo da Ultima dose, os animais foram anestesiados com pentobarbital
(0,1 mL/100 g de peso do animal) e os ovarios, Utero e vagina foram retirados, livres de toda gordura,
e o Utero foi pesado. O resultado foi expresso como peso relativo (peso do Gtero/peso corporal x 100)
(DALSENTER et al., 2004; BOLLE et al., 2007). A morte dos animais foi realizada com sobredose do
anestésico (pentobarbital — 120 mg/kg).

2.4.4. Analise histologica

Os orgaos retirados foram fixados em solugdo fixadora de Bouin por 24 h e, ap6s, mantidos
em alcool 70% (HAZARIKA & SARMA, 2006), sendo, posteriormente processados, preservados em
parafina e seccionados em cortes semisseriados de 7 um (4 cortes por lamina; 2 laminas por rata) e
corados com HE (hematoxilina e eosina).

As laminas histol6gicas foram analisadas sob microscopia de luz (objetivas de 2x para ovario,
20x para vagina e 40x para Utero) acoplada a captura de imagem e a arquitetura histoldgica dos tecidos

foi observada e fotomicrografada.

2.4.5. Dosagem hormonal

Os testes hormonais para determinacdo quantitativa de estrogénio e progesterona, em soro dos
animais, foram realizados empregando-se a técnica de quimioluminescéncia. Para 0S ensaios
utilizaram-se kits ARCHITECT (Abbott Laboratorios do Brasil, Divisdo Diagndsticos). As analises
foram realizadas na Universidade Estadual de Londrina, pela Farmacéutica Mestre Helena Kaminami

Morimoto.

2.4.6. Analise estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada utilizando-se o programa Statistica® 8.0
(Copyright StatSoft, Inc. 1984-2007). Os resultados foram expressos como a médiatdesvio padrdo e
os mesmos foram analisados utilizando-se analise de variancia unilateral (one-way ANOVA). As
diferencas significativas foram determinadas pelo teste de Tukey considerando-se p<0,05 como

critério de significancia.

3. Resultados

Durante o periodo de tratamento de 28 dias ocorreu a morte de um animal na dose de 200
mg/kg. A avaliacdo ponderal demonstrou ndo haver diferenca estatistica entre os grupos ao final do
tratamento quando comparados ao grupo CN, e mostrou também ganho de peso nos animais. No
entanto, o grupo tratado com 100 mg/kg apresentou diferenca estatistica com relagdo ao grupo CP e

apresentou também um menor ganho de peso relativo quando comparado ao grupo CN (Figura 1). O
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consumo de racdo avaliado durante o periodo também ndo demonstrou diferenca estatistica entre os

grupos. Os dados encontram-se demonstrados na tabela 1

200 -

150 - —CN
= == CP
o
g 100 k=125 mg/kg
e == 25 mg/kg
§ ——50 mg/kg

50 - 100 mg/kg

200 mg/kg
0

IN 4d 8d 12d 16d 20d 24d 28d
Figura 1: Avaliagdo ponderal dos animais tratados por 28 dias com EB de L. brasiliense nas

concentracfes de 12,5; 25; 50; 100 e 200 mg/kg; CN: controle negativo; CP: controle
positivo. Os valores estdo expressos em médiazdp.

Tabela 1: Consumo de racdo dos animais tratados por 28 dias com EB de L.
brasiliense nas concentragdes de 12,5; 25; 50; 100 e 200 mg/kg; CN: controle
negativo; CP: controle positivo. Média (g) + dp [cv (%)].

Grupos Consumo de racéo
CN 61,845,7[9,2]
CP 64,5+8,8[13,8]
12,5 mg/kg 65,8+6,6[10,09]
25 mg/kg 62,4+9,4[15,1]
50 mg/kg 63,0+11,8[18,7]
100 mg/kg 54,8+10,5[19,1]
200 mg/kg 57,846,2[10,7]

Teste ANOVA seguida do Teste de Tukey considerando nivel de significancia de 5%

Os dados referentes & abertura do canal vaginal apresentaram-se com variacdo pequena,
demonstrando homogeneidade, o que foi confirmado pelo teste Shapiro-Will Test. Neste ensaio foi
possivel caracterizar a maturacdo sexual acelerada no grupo CP, no entanto, nos grupos tratados com
EB de L. brasiliense observou-se retardo na idade de abertura do canal vaginal, que foi maior na dose

de100 mg/kg e estdo expressos na tabela 2.
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Tabela 2: Idade e peso no dia de abertura do canal vaginal dos animais tratados
por 28 dias com EB de L. brasiliense nas concentrac@es de 12,5; 25; 50; 100 e
200 mg/kg; CN: controle negativo; CP: controle positivo. Média+dp [cv (%)]

Grupos Idade de abertura (dias) Peso dos animais
CN 29,33+1,75 [5,97]" 72,04+7,79 [10,81]
CP 26,29+0,95 [3,62] 56,82+8,31 [14,62]

12,5 mg/kg 32,0+2,45 [7,65]* 82,79+8,44 [10,20]
25 mg/kg 31,0+1,79 [5,77]*" 79,90+15,99 [20,01]
50 mg/kg 30,6+1,52 [4,96]*" 67,06+5,27 [7,86]

100 mg/kg 34,83+2,48[7,13]* 75,39+13,32 [17,67]
200 mg/kg 33,0+2,92[8,83]* 69,19+8,13 [11,75]

Teste ANOVA seguida do Teste de Tukey considerando nivel de significancia de 5%;
*p<0,05 estatisticamente diferente do grupo CP; +p<0,05 estatisticamente diferente do
grupo 100 mg/kg

A citologia da secrecdo vaginal determinou a fase estral de cada rata. As ratas do grupo CN
submetidas ao tratamento de 28 dias apresentaram ciclos estrais normais. No entanto, as ratas do grupo
CP apresentaram células anucleadas, caracteristicas da fase estro, durante 14 dias de tratamento, e
apos este periodo, o ciclo tornou-se irregular, com variacdes celulares na secrecao vaginal. As ratas
tratadas com EB também apresentaram ciclo estral irregular, onde se observou predominancia celular
caracteristica da fase diestro.

O ensaio uterotropico demonstrou ndao haver diferenca significativa entre os grupos quando
comparados ao grupo CN (Tabela 3).

Tabela 3: Peso relativo do Utero dos animais em fase estro e fase diestro tratados
por 28 dias com EB de L. brasiliense nas concentrag@es de 12,5; 25; 50; 100 e
200 mg/kg; CN: controle negativo; CP: controle positivo. Médiatdp

Grupos _ Pe_so relativo _ P_eso relativo_
(animais em fase estro)  (animais em fase diestro)

CN 0,26+0,10 0,2240,03
cp 0,34+0,19 0,440,0

12,5 mg/kg 0,27+0,08 0,32+0,08

25 mg/kg 0,35+0,06 0,30+0,24

50 mg/kg 0,31£0,12 0,2340,0

100 mg/kg 0,28+0,09 0,20+0,0

200 mg/kg 0,45+0,06

Teste ANOVA seguida do Teste de Tukey considerando nivel de significancia de 5%
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Os valores referentes a dosagem hormonal de estrogénio e progesterona de cada grupo testado
encontram-se na tabela 4, demonstrando haver diferenca estatistica do grupo CP com CN e o grupo
tratado com EB na dose de 12,5 mg/kg. A analise desses hormonios também auxiliou na determinacéao

da fase estral de cada animal no momento da morte.

Tabela 4: Dosagens hormonais dos animais tratados por 28 dias com EB de
L. brasiliense nas concentragdes de 12,5; 25; 50; 100 e 200 mg/kg; CN:
controle negativo; CP: controle positivo. Médiatdp

Grupos Progesterona Estrogénio
CN 24,92+21,26 25,16+3,43*

CP 26,68+37,02 46,28+8,82*
12,5 mg/kg 20,61+7,53 25,66+7,47*
25 mg/kg 25,96+11,58 32,66+8,16
50 mg/kg 22,58+12,12 34,70+11,14
100 mg/kg 17,65+4,98 33,33+12,37
200 mg/kg 12,22+1,08 33,0048,39

Teste ANOVA seguida do Teste de Tukey considerando nivel de significancia de 5%;
*p<0,05 estatisticamente diferente do grupo CP.

A analise histoldgica dos tecidos vaginal, uterino e ovariano, demonstrou caracteristicas
morfoldgicas distintas entre os grupos testados para avaliagdo da atividade hormonal. As ratas do
grupo CN apresentaram estruturas morfoldgicas bem caracteristicas dos 6rgdos analisados e, para
facilitar as analises, foram divididas em dois grupos, as que se encontravam no Gltimo dia de
experimento na fase metaestro ou diestro e as que estavam na fase proestro ou estro.

As ratas que se encontravam na fase metaestro ou diestro apresentaram o endométrio uterino
com aspecto normal, porém, visualmente espesso, com presenca de muitas glandulas e limen estreito;
no corte transversal da vagina ndo foi observada queratinizacdo das células epiteliais e, 0s ovarios
apresentaram varios foliculos ovarianos em diferentes estagios de maturacédo e presenca de corpo luteo
(Figura 2A, B e C). As ratas que se encontravam na fase proestro e estro apresentaram o endométrio
uterino caracteristico para a fase estando menos espesso, limen grande e a presenca de glandulas em
menor quantidade; o epitélio vaginal apresentou-se queratinizado, com células vacuolizadas e o ovario
também apresentou varios foliculos e corpo lGteo. Essas caracteristicas observadas estdo em
conformidade com o padrdo normal do ciclo estral das ratas, bem como a atuagdo dos hormonios sobre
cada fase do ciclo e sobre os 6rgdos avaliados.

Para as ratas do grupo CP era esperado que as observaces histologicas dos 6rgaos estivessem
adequadas as ratas que se encontram na fase estro, uma vez que receberam estrogénio durante todo o

periodo de tratamento. No entanto, como previamente descrito, esses animais mantiveram-se nessa
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fase durante metade do tempo de tratamento (14 dias). Assim, o que foi observado nos cortes
aproxima-se do padrdo de uma rata com ciclos regulares. Foi observada a presenca de muitos foliculos
nos ovarios em diferentes fases, mas também ocorreu a presenca de corpo luteo (Figura 2D, E e F).

As ratas que receberam EB de L. brasiliense apresentaram caracteristicas histologicas muito
semelhantes entre todos os grupos, equivalentes as observadas nos animais CN nas fases metaestro e
diestro. O Utero apresentou-se com muitas glandulas, endométrio espesso e limen pequeno; nos
ovarios foi visualizada a presenca de muitos corpos luteos e de foliculos ovarianos em menor escala
(Figura 3A a 0O).

Figura 2: Fotomicrografia de cortes histolégicos de 7 um de Utero (A e D), vagina (B e E) e ovario (C e F),
coradas com HE, de ratas CN (A, B, C) e ratas CP tratadas com 17p-estradiol (D, E, F). CN: controle negativo,
CP: controle positivo. GL: glandulas, EP: epitélio endometrial, Qu: queratina, CL: corpo lGteo.
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Figura 3: Fotomicrografia de cortes histoldgicos de 7 pm de utero (A, D, G, J, M), vagina (B, E, H, K, N) e
ovario (C, F, I, L, O), coradas com HE, de ratas tratadas com EB de L. brasiliense nas doses de 12,5 mg/kg (A,
B, C), 25 mg/kg (D, E, F), 50 mg/kg (G, H, 1), 100 mg/kg (J, K, L) e 200 mg/kg (M, N, O). EB: extrato bruto,
GL.: glandulas, EP: epitélio endometrial, Qu: queratina, CL: corpo luteo.
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4. Discussao

Durante o periodo de tratamento nenhuma alteracdo clinica foi observada nos animais. A
morte de uma rata ocorrida na dose de 200 mg/kg, ndo comprometeu o andamento do experimento e as
analises estatisticas. A avaliacdo ponderal é importante parametro indicador do desenvolvimento do
animal, assim como o consumo de racdo. Nesse estudo as ratas tratadas com EB nas doses de 100 e
200 mg/kg apresentaram, a partir do 8° dia, um menor ganho de peso em relacdo aos grupos CN e CP,
entretanto, essa diferenca foi dissipada ap6s o 24° dia em relacdo ao CN. A diferenca estatistica
persistiu somente no grupo de 100 mg/kg em relagdo ao CP, indicando ndo haver relacdo dose-
dependente. O consumo de ragdo ndo se mostrou alterado em nenhum dos grupos testados.

Para a avaliacdo do efeito hormonal do EB de L. brasiliense a abertura do canal vaginal marca
0 inicio da maturacdo sexual nas ratas, e ocorre por volta dos 30 dias de vida (CHORILLI et al., 2007).
No grupo CN pode-se observar que o tempo médio para a abertura do canal vaginal (29,33+1,75)
esteve proxima do relatado pela literatura.

No grupo CP observou-se diminuicdo no tempo médio para a abertura do canal vaginal
(26,294£0,95), demonstrando maturagdo sexual acelerada. Esse resultado demonstra que a
administracdo da substdncia estrogénica apresentou a acdo esperada. Em estudo realizado por
Sookvanichsilp et al. (2008) a administragdo subcutinea de 17B-estradiol, por 3 dias, em ratas
imaturas (21-22 dias), produziu antecipacdo na abertura do canal vaginal de 5 ratas (n=6), quando
comparadas ao grupo controle negativo, no qual nenhum dos animais apresentou abertura do canal
vaginal.

Efeito contrario pode ser observado com os animais dos grupos tratados com EB de L.
brasiliense, os quais apresentaram tendéncia em aumentar o tempo médio de abertura do canal
vaginal. Observou-se, também, que nesses animais houve retardo no aparecimento da primeira fase
estro que caracteriza a a¢do estrogénica. Esses grupos foram estatisticamente diferentes do grupo CP.

As diversas fases do ciclo estral podem ser identificadas pela avaliagdo citoldgica da secre¢do
vaginal, a qual pode também informar qual efeito hormonal encontra-se predominante. As ratas do
grupo CN apresentaram-se com ciclo estral normal. As ratas do grupo CP era esperado que
apresentassem durante todo o periodo de tratamento células anucleadas, tipicas de fase estro,
caracterizando efeito estrogénico. Entretanto, esse perfil manteve-se por 14 dias, e apds, as ratas
comecgaram a apresentar ciclo estral irregular, com variagfes celulares na secre¢do vaginal. Resultado
semelhante foi obtido por Oliveira et al. (2010) em um estudo realizado com dois grupos de ratas
virgens e puberes, onde um grupo recebeu agua e outro recebeu valerato de estradiol na concentragdo
de 0,125 pg por 28 dias. Durante o periodo, o ciclo estral foi acompanhado pela avaliagdo citologica
da secrecdo vaginal, onde os autores observaram que o hormonio ndo foi capaz de alterar as fases do
ciclo estral e manter os animais na fase estro.

Apos o tratamento com EB de L. brasiliense observou-se que o ciclo estral foi expandido para

além de 4-5 dias, com predominéncia da fase diestro e encurtamento da fase estro. De acordo com
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Alberti et al. (2002) a ovulacéo ocorre na fase de proestro, sendo a fase estro pés-ovulatoria, em ratas
com ciclo estral normal.

O ensaio uterotrépico é um dos testes mais utilizados para avaliar a atividade estrogénica de
uma substancia teste, e consiste na habilidade dessa substdncia em promover o crescimento uterino
(ODUM et al., 1997). Os resultados da avaliacdo uterotropica demonstraram aumento significativo de
peso relativo do Gtero nos animais que receberam estrogénio em relagdo ao grupo CN. Este aumento ja
era esperado uma vez que a administracdo de estrogénio promove acdo uterotrépica positiva
(DALSENTER et al., 2004; BOLLE et al., 2007). Nos animais que receberam EB de L. brasiliense
verificou-se uma tendéncia ao aumento do peso relativo do Utero nos animais em fase estro no
momento da morte, no entanto, esse efeito ndo pode ser considerado dose-dependente. Estudo para
avaliar a atividade antiovulatéria do extrato etandlico de Portulaca oleraceae L., ratas ndo-
ovariectomizadas receberam o extrato em doses de 250 ou 500 mg/kg, que promoveu significante
aumento no peso uterino em ambas as doses (LONDONKAR & HANUMANATAPPA, 2013). Lembe
et al. (2012) destacam que uma provavel explicacdo para o efeito uterotropico positivo de alguns
extratos vegetais € a presenca de fitoestrogenos. De acordo com Johnson et al. (2003 apud OLIVEIRA
et al.,, 2005), o estrogeno além de induzir o aumento no peso uterino e provocar proliferacdo
endometrial, induz receptores para progesterona.

As dosagens bioquimicas dos hormdnios estrogénio e progesterona demonstraram que as
doses de 25 a 100 mg/kg do EB foram representativas para se determinar a melhor dose de tratamento,
no que se refere a um possivel efeito da progesterona, ocasionada pelo aumento dos receptores desta
pelo EB, possivelmente levando a modulacdo da acdo estrogénica.

Durante o ciclo estral das ratas observa-se fases de atuacdo do estrogénio (proestro e estro) e
fases de atuacdo da progesterona (metaestro e diestro) (CONCEICAO et al., 2005). Esses horménios
sdo responsaveis pelas alteraces morfoldgicas nos 6rgdos sexuais das ratas, Utero, ovarios e vagina
(GOMES et al., 2007). De acordo com Datta et al. (1968 apud CRUZ et al., 2004) o colo uterino de
ratas na fase estro e metaestro é revestido externamente por um epitélio estratificado queratinizado,
enquanto que na fase diestro e proestro ndo ha presenca de queratina. Segundo Nascimento e Santos
(2002 apud OLIVEIRA et al., 2005) a parede do Gtero encontra-se mais espessa nas fases de metaestro
e diestro. Todas essas caracteristicas histologicas foram observadas no grupo CN, estando, portanto os
mesmos em conformidade com a literatura. O grupo CP, por ndo apresentarem constancia na fase estro
também demonstraram as mesmas caracteristicas do CN, condizentes com a fase estral no momento da
morte do animal. As caracteristicas histologicas apresentadas pelos animais tratados com EB de L.
brasiliense seguem o descrito para as caracteristicas histologicas com predominio de acdo da
progesterona.

Em um estudo clinico envolvendo 36 pacientes com diversas queixas associadas a distdrbios
menstruais (amenorreia, dismenorreia, leucorreia, metrorragia), Jahns e Crescente (1976), testaram a

associagdo de um extrato fluido de L. brasiliense com analgésico usado para aliviar a dor em casos de
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dismenorreia. Os resultados encontrados referem-se & capacidade de reduzir total ou parcialmente as
queixas das voluntérias. Neste estudo obteve-se 30 casos relatados como efeito excelente, 5 casos de
efeito bom e somente um caso apontado como efeito regular. Este estudo demonstra a acao terapéutica

dessa espécie vegetal condizente com seu uso popular.

5. Concluséo

Todos os parametros avaliados para a determinacdo da atividade hormonal sé podem ser
considerados validos quando analisados em conjunto. Dessa forma, o retardo na idade de abertura do
canal vaginal, o aumento do peso uterino e o prolongamento da fase diestro no ciclo estral dos animais
sdo indicativos de que o extrato bruto de Limonium brasiliense apresenta acdo sobre o sistema
reprodutor. Este resultado pode ser relacionado com o uso popular de L. brasiliense como regulador

hormonal.
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O aumento no uso de produtos a base de plantas por mulheres com desordens menstruais,
Tensdo Pré-Menstrual (TPM) e na menopausa tem sido evidente no mercado farmacéutico. Esse fato
demonstra a necessidade de estudos que possam evidenciar a qualidade, seguranca e eficacia desses
produtos (MASULLO et al., 2015).

Os estudos com plantas, no entanto, devem ser pautados na correta identificacdo da espécie
vegetal para que merecam confiabilidade e possam, também, tornarem-se reprodutiveis. O trabalho
com espécies auténticas é requisito fundamental para a qualidade da medicina com plantas (MENTZ
& BORDIGNON, 2010; GOVINDARAGHAVAN et al., 2012).

Dessa forma, os estudos descritos neste trabalho com a espécie vegetal Limonium brasiliense
foram precedidos de sua identificacdo botanica, e exsicatas da espécie estdo devidamente depositadas
nos Herbérios da Universidade Federal do Rio Grande e Universidade Estadual de Maringa. Segundo
Maciel et al. (2002) esse cuidado inicial torna-se imprescindivel para tornar o trabalho realizado
verossimil e futuramente publicavel.

A espécie vegetal L. brasiliense esta entre as plantas da biodiversidade brasileira utilizada por
mulheres no sul do Brasil para tratar desordens menstruais (MOURA et al., 1985; MURRAY et al.,
2004), no entanto, a literatura disponivel, por sua vez escassa, demonstra haver contradicdes sobre o
6rgdo utilizado como medicinal. Embora a descricdo boténica inicial de Dias da Silva (1920) o
descreva como rizomas, o0s estudos encontrados sobre o baicuru referem-se ao 6rgdo como sendo
raizes (JAHNS & CRESCENTE, 1976; MOURA et al., 1985; MURRAY et al., 2004; FENNER et al.,
2006; RODRIGUEZ et al., 2011 e BLAINSKI et al., 2013).

Como descrito no Capitulo 1 a avaliacdo morfo-anatémica da espécie vegetal em estudo fez-se
necessario como requisito para a correta identificacdo do farmacdgeno, sendo fundamental como
ferramenta na analise farmacogndstica. Assim, foi possivel comprovar ser rizoma a parte da planta
utilizada pela populacdo por suas propriedades medicinais e esta avaliacdo foi determinante para a
qualidade do trabalho subsequente realizado.

Embora muitas plantas sejam utilizadas ha séculos como medicamento, muitas vezes ndo se
encontra na literatura dados suficientes descritos sobre sua eficacia e/ou seguranca de uso (CALIXTO,
2005; VEIGA JR et al., 2005; JORDAN, 2010). Observa-se, no entanto, que a discussdo sobre a
avaliacdo da seguranca de uso dessas plantas tem aumentado na comunidade cientifica e
principalmente nas companhias farmacéuticas (CALIXTO, 2005; CORDELL & COLVARD, 2005;
JORDAN, 2010).

A dificuldade de avaliagdo de eficacia e/ou seguranca das plantas encontra-se no fato das
mesmas apresentarem uma infinidade de substancias quimicas (HEINRICH, 2010; JORDAN, 2010).
As preparacOes a base de plantas, as plantas integras ou seus compostos isolados demonstram, por
vezes, perfis toxicologicos diferentes. Isto tem sido relacionado ao processo de extracdo e/ou
isolamento, onde o solvente utilizado prioriza determinadas substancias, o que torna a avaliacdo de

seguranca complicada. No entanto, esforgos estdo sendo feitos para que as informacgfes sobre a
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toxicidade das plantas estejam cada vez mais disponiveis e seja mais confiavel (JORDAN, 2010;
WIESNER, 2014).

As plantas comercializadas e consumidas no Brasil, pertencentes a flora nativa, apresentam
pouca ou nenhuma informagdo que comprovem sua eficicia ou seguranca (VEIGA JR et al., 2005).
No entanto, os medicamentos a base de plantas comercializados pelas industrias, precisam ter sua
qualidade, eficacia e seguranca comprovados por informagdes cientificas (CALIXTO, 2000).

Estudos etnofarmacoldgicos tem provado ser uma boa estratégia de selecdo no estudo das
plantas com atividades bioldgicas (ARAUJO et al., 2008). As informacdes sobre o uso de plantas pelas
populagdes em todo o mundo apresentam valor inestimavel, e o maior cuidado no que se refere a
salde é que a planta usada para fins medicinais seja segura (CORDELL & COLVARD, 2005).

L. brasiliense tem sido utilizado pela populac¢éo do sul do Brasil, Argentina e Uruguai sem que
haja estudos suficientes de sua seguranca de uso. Dessa forma, um dos objetivos deste trabalho foi
avaliar a seguranca de uso dessa espécie vegetal a partir de dados etnofarmacoldgicos, o que se
mostrou ser um eficiente caminho para a pesquisa proposta.

Como descrito no Capitulo 2, a avaliacdo da toxicidade aguda e cronica foi realizada in vivo,
seguindo o preconizado pela legislacdo brasileira vigente a época dos experimentos — RDC n°14 de 31
de marco de 2010 (BRASIL, 2010). Como forma de complementacdo das analises toxicologicas
realizou-se também avaliacdo do estresse oxidativo e da mutagenicidade.

O estresse oxidativo que acomete o organismo humano é causado pelas espécies reativas ao
oxigénio (ERO) e espécies reativas ao nitrogénio (ERN), provenientes do meio ambiente ou gerada
pelo proprio organismo. O excesso dos radicais livres causa preocupacdo devido aos efeitos
prejudiciais, tais como a peroxidacao lipidica de membrana e agressdo as proteinas dos tecidos e das
membranas (BARREIROS et al., 2006).

Mutagenicidade pode ser definida como a capacidade que uma substancia apresenta de causar
alteracbes permanentes detectdveis em um gene ou em um bloco de genes, ou em sua sequéncia
reguladora (WIESNER, 2014).

Os resultados obtidos em nossos estudos de toxicidade pré-clinica, aguda e crénica,
demonstraram que o extrato bruto dos rizomas de baicuru ndo apresenta toxicidade nas doses testadas,
bem como mutagenicidade em doses menores que 2 g/kg. Reforgando esses resultados a avaliagdo do
estresse oxidativo também demonstrou ndo haver alteracdes hepaticas com o uso cronico do extrato de
baicuru. Todos esses dados analisados em conjunto corroboram com a afirmativa de que o extrato
apresenta-se seguro ao uso popular nas doses testadas.

Poucos estudos sdo encontrados comprovando a eficacia farmacoterapéutica de L. brasiliense.
Em um ensaio farmacolégico e clinico Jahns e Crescente (1976) comprovaram agdo anti-inflamatoria
do extrato fluido de L. brasiliense e acdo terapéutica em casos de dismenorreia, leucorreia,

metrorragias e amenorreias secundarias.
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Conforme descrito no Capitulo 3, este trabalho objetivou avaliar a atividade hormonal do
extrato bruto dos rizomas de L. brasiliense, utilizando modelo experimental in vivo, de forma a
comprovar o uso popular.

O modelo experimental utilizado visa avaliar o ciclo estral de ratas Wistar que tem sido
considerado uma importante ferramenta na avaliacdo dos aspectos reprodutivos e farmacol6gicos
(MARTINS et al., 2005). A avaliagdo do ciclo estral foi complementada pelo ensaio uterotrépico, que
de acordo com Odum et al. (1997) é importante para monitorar a capacidade de determinadas
substancias quimicas de estimular o crescimento uterino, consequentemente determinando uma
possivel atividade estrogénica.

Os resultados encontrados em nossos estudos demonstram que o extrato bruto de L.
brasiliense apresenta acdo sobre o sistema reprodutor feminino. Esses dados reforgam a indicacdo do
uso popular dessa espécie vegetal que encontra seu uso relacionado a regulacdo das desordens
menstruais.

Considerando os indicios da acdo hormonal do extrato bruto de L. brasiliense e a
comprovacao de seguranga de uso atestados em nossos estudos, pode-se afirmar que, essa espécie
vegetal apresenta-se promissora para trabalhos futuros que visem o desenvolvimento de um
fitoterapico, com indicacGes de uso nas desordens menstruais, como dismenorreias, e também para
Tensdo Pré-Menstrual (TPM).

A realizacdo deste estudo a partir de informac6es do uso popular, 0 que o caracteriza como um
estudo etnofarmacoldgico, mostrou-se adequado as propostas previstas no inicio dos trabalhos com a
espécie vegetal L. brasiliense, demonstrando ser esse um caminho interessante e importante para as

pesquisas com plantas medicinais.
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As contradi¢Oes encontradas na literatura sobre Limonium brasiliense, referentes ao 6rgdo da
planta utilizado como medicinal, impulsionou o estudo bot&nico realizado. Assim, o estudo morfo-
anatdmico do material vegetal possibilitou definir como sendo rizomas o farmacdgeno para essa
espécie vegetal. Esta caracterizacdo contribuiu as analises farmacognosticas.

O teste de toxicidade pré-clinica constitui-se em importantes pardmetros de seguranca para o
uso dessa planta. O teste toxicoldgico agudo, realizado em camundongos Swiss, demonstrou ser o
extrato bruto tdxico em altas doses (DLso = 4,8 g/kg). No teste de toxicidade cronica, realizado em
ratas Wistar, nenhuma anormalidade foi evidenciada nos parametros avaliados.

O teste de avaliagdo do estado redox do figado, 6rgdo de metabolizacdo de drogas,
consequentemente 6rgdo-alvo nos testes de toxicidade, foi importante na confirmacdo da baixa
toxicidade do extrato. Esse ensaio reafirma a seguranca no uso popular dessa espécie vegetal.

A avaliagdo da mutagenicidade complementa as analises toxicolGgicas realizadas nesse
trabalho. Neste ensaio pode-se verificar que o extrato bruto testado apresenta toxicidade em doses
acima de 2 g/kg, corroborando com os resultados apresentados pelas demais analises toxicoldgicas até
0 momento realizadas.

A avaliacdo da atividade hormonal apresentou importantes aspectos que justificam o uso
popular de L. brasiliense como regulador menstrual e para tensdo pré-menstrual. Com os resultados
obtidos é possivel comprovar que existe acdo sobre o sistema reprodutor feminino. Contudo, com este
ensaio ndo se pode afirmar se o efeito do extrato estd ocorrendo por acdo central no eixo hipotalamo-
hipofise ou por acdo local em nivel de gbnadas. Novos ensaios S840 necessarios para a comprovacgao
desses resultados, e modelos experimentais apropriados, que possam elucidar o mecanismo de acédo
envolvido.

Dessa forma conclui-se que, a espécie vegetal Limonium brasiliense (Boiss.) Kuntze, é segura
para 0 uso popular nas doses relacionadas neste trabalho, e constitui-se em importante e promissora

alternativa para a medicina para tratar desordens menstruais.
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APENDICE

Estes resultados foram obtidos durante o periodo de doutoramento os quais foram analisados e

auxiliaram no fechamento dos trabalhos.
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Tabelas referentes aos resultados encontrados na avaliacdo da toxicidade aguda e crénica e
mutagenicidade.

Tabela Al: Peso relativo dos érgdos no teste agudo de camundongos machos tratados com EB de L. brasiliense.

Média+dp.
Grupos N Coracéo Pulmdes Figado Rins Baco
Controle 6  043+001 058+001 553+0,09 1,25+0,03 0,36 + 0,02
5,0 g/kg 6  042+001 064+001 546+0,07 1,20+0,04 0,38 + 0,01
4,0 g/kg 1 049+0,0 0,63+0,0 4,06+0,0~ 1,22+0,0 0,31+0,0
3,0 g/kg 4 048+002 071+011 527+0,17 131+0,06 0,45 + 0,06
2,0 g/kg > 050+002 0,64+002 538+020 1,33+0,03 0,35 + 0,03
1,0 glkg 6  048+002 070+003 610+0,18 1,42+0,08 0,40 + 0,04

*Estatisticamente diferente do grupo controle (ANOVA seguido pelo teste de Tukey - p<0.05);
N: nimero de animais por grupo.

Tabela A2: Consumo de racdo dos ratos machos e fémeas tratados cronicamente com EB de L. brasiliense.

Média+dp.

Meédia de consumo/dia/grupo

Fémeas N Machos N

Controle 67,06+9,08 10 90,00+16,61 10

50 mg/kg 62,48 +9,56 11 87,17 +17,35 10
100 mg/kg 60,19 +£14,00 10 78,80 +28,40 9

200 mg/kg

64,00 + 5,44

9 94,46 +£14,95 8
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Tabela A3: Parametros bioquimicos do sangue dos ratos machos e fémeas submetidos ao tratamento crénico com

EB de L. brasiliense. Média+dp.

Parametros Grupos
Bioquimicos Controle 50 mg/kg 100 mg/kg 200 mg/kg
Machos
Acido trico (mg/dL) 2.67+0.79 2.60 +0.45 2.25+0,91 3.11+1.14
Albumina (g/dL) 3.83+0.21 3.30+0.68 3.89+0.91 3.98+0.26
ALT (U/L) 37.07+4.77 40.68 + 14.50 32.26 +4.78 41.0+4.80
AST (U/L) 126.90 + 28.02 140.17 +48.93 122.0 +£27.41 128.25+ 33.71
Amilase (U/L) 610.89 +52.94 575.54 +113.83 576.69 +77.03 615.27 + 154.56
Bilirrubina total (mg/dL) 0.28 £ 0.06 0.26 £0.10 0.21+£0.07 0.25+0.09
CPK (U/L) 971.83 +£536.57 950.51 +487.45 587.54 + 456.61 673.75+617.34
CK MB (U/L) 2905.31 £1296.66 2630.62 +£890.53  1970.83 £993.62 2190.23 +1316.76
Colesterol total (mg/dL) 102.33 £ 16.49 131.99 + 23.77* 140.22 + 20.86* 138.19 + 32.86*
Creatinina (mg/dL) 0.43+0.13 0.29+0.13 0.34+0.14 0.34+0.12
Fosfatase alcalina (U/L) 71.0+10.27 67.82 +11.92 67.31+9.73 68.73 + 14.46
gGT (U/L) 9.50 + 3.56 8.70 £7.39 9.42+1.73 9.06 +3.61
Glicemia (mg/dL) 139.94 + 37.54 159.14 + 32.18 157.18 + 22.14 203.08 +£50.17*
Proteinas totais (g/dL) 9.91 £0.56 9.91+0.54 10.01 £0.77 9.78 +1.37
Triglicérides (mg/dL) 54.81+6.72 58.22 + 15.63 50.99 +8.11 65.29 + 20.13
Uréia (mg/dL) 42.18 +5.30 4553 +8.10 34.48 +6.21 4212 +7.29
Fémeas
Acido trico (mg/dL) 1.29 + 0.54 2.07+1.14 3.81+3.01* 2.82+0.73
Albumina (g/dL) 2.81+0.31 2.70+0.72 4.10 + 0.45* 3.99 + 0.54*
ALT (U/L) 47.73+10.78 45,18 + 8.99 35.43 +21.95 35.54+5.91
AST (U/L) 180.90 +42.31 159.52 +32.71 189.45 + 86.92 129.75 + 28.90
Amilase (U/L) 669.71 + 139.30 617.50 + 116.81 365.95 + 62.05* 386.54 + 80.78*
Bilirrubina total (mg/dL) 0.36 +£0.48 0.25+0.11 0.34 +£0.08 0.33+0.19
CPK (U/L) 812.71 +261.16 679.28 +436.92 662.40 + 737.13 784.90 + 421.16
CK MB (U/L) 2952.18 +1078.35 2424.37 +1248.60 1705.31+1316.89 2277.08 +714.17
Colesterol total (mg/dL) 104.85+17.73 91.73+17.61 80.16 + 9.09* 79.24 £ 11.65*
Creatinina (mg/dL) 0.47 +0.11 0.63+0.26 0.50+0.19 0.46 +£0.16
Fosfatase alcalina (U/L) 89.43+21.94 75.83 +£28.70 96.38 +87.94 58.07 £ 21.67
gGT (U/L) 9.42 +3.88 11.16 + 7.67 13.85 + 6.15 11.84+4.34
Glicemia (mg/dL) 115.99 + 19.63 121.96 + 47.17 157.02 +£ 23.97* 137.87 + 26.26
Proteinas totais (g/dL) 6.29 +£0.48 6.50 +£1.27 9.85+0.93* 9.92 +0.38*
Triglicérides (mg/dL) 44.32 £9.50 60.98 + 35.15 50.55 +20.61 42.47+8.94
Uréia (mg/dL) 4591 +11.14 42.69 + 21.86 44.66 + 10.14 46.39 + 10.66
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Tabela A4 - Nimero de eritrdcitos policromaticos micronucleados por 2000 eritrécitos policromaticos no teste
de mutagenicidade do EB de L. brasiliense. Média+dp.

Ne° eritécitos policromaticos

Grupo micronucleados
CN 7,225
cP 26,7+7,0*
0,5 glkg 11,8+2,8
1,0 glkg 10,6+3,5
1,5 glkg 9,7+1,4
2,0 glkg 17,9+4,7*

*Estatisticamente diferente do grupo controle (ANOVA seguida pelo Teste de Kruskal-Wallis;
p<0.05); CN — Controle Negativo; CP — Controle Positivo



CAPITULO 3

Tabelas referentes aos resultados encontrados na avaliacéo da atividade hormonal.

Tabela Al: Dosagens hormonais das ratas submetidas ao tratamento de 28 dias com EB de L. brasiliense.

Grupo/Animal

Hormonios

Progesterona (ng/mL)

Estradiol (pg/mL)

CN-1 23,3 23,0
CN-2 7,6 27,0
CN-3 8,5 25,0
CN-4 65,8 30,0
CN-5 23,1 20,0
CN-6 21,2 26,0
T1-1 23,2 35,0
T1-2 17,4 25,0
T1-3 8,4 31,0
T1-4 18,8 29,0
T1-5 26,1 18,0
T1-6 29,8 16,0
T2-1 42,6 23,0
T2-2 25,8 26,0
T2-3 32,5 41,0
T2-4 16,9 39,0
T2-5 28,3 27,0
T2-6 9,7 40,0
T3-1 39,0 18,5
T3-2 11,3 41,0
T3-3 11,4 38,0
T3-4 20,7 47,0
T3-5 30,5 29,0
T4-1 21,9 37,0
T4-2 10,0 33,0
T4-3 23,2 13,0
T4-4 15,1 28,0
T4-5 15,6 50,0
T4-6 20,1 39,0
T5-2 10,7 32,0
T5-3 11,7 41,0
T5-4 13,4 21,0
T5-5 13,1 30,0
T5-6 12,2 41,0
CP-1 16,5 47,0
CP-2 110,4 63,0
CP-3 11,5 37
CP-4 10,7 44
CP-5 11,2 38
CP-6 16,9 44
CP-7 9,6 51
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Tabela A2: Sistema de acompanhamento da abertura do canal vaginal e da secrecéo vaginal para determinacéo da fase estral
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Limonium brasiliense (Boiss.) Kuntze, Plumbaginaceae, is an herb popularly known as guaicuru, guaicura
or baicuru. The species inhabits salt marshes from the coastal region of southern Brazil, including Rio
de Janeiro, to Uruguay and Argentina. Although widely used in folk medicine in the state of Rio Grande
do Sul to treat genitourinary infections and to regulate menstrual periods, L. brasiliense has been little
studied. The present morpho-anatomical study was undertaken to resolve some doubts in the literature
as to the nature of the part of the plant that is used for medicinal purposes, a true rhizome or a root. The
morpho-anatomical characteristics were analyzed with the aid of light and scanning electron microscopy.
The botanical material was characterized as a rhizome with internodes that are evident in the younger
but not the older portions. Microscopic analysis revealed the presence of a multilayered periderm with
a cortex, ray parenchyma, and pith, formed by collenchyma tissue with abundant intercellular spaces in
the outer portions of the cortex, responsible for the rigidity of the body, and with walls impregnated with
phenolic compounds. The vascular bundles are collateral with elliptical to elongated cells, and with few
conducting and sclerenchymal elements. Groups of sclereids are dispersed through the cortex and pith.
These morpho-anatomical characteristics define the structure as a rhizome.

© 2015 Sociedade Brasileira de Farmacognosia. Published by Elsevier Editora Ltda. All rights reserved.

Introduction

Limonium Mill., the most species-rich in the Plumbaginaceae,
includes about 350 species of herbs. The genus is best represented
in the Mediterranean regions of Europe and in Asia, and can also be
found in coastal regions of North and South America, South Africa,
and Australia (Mobot, 2015). In general, species of Limonium live
as halophytes, including in alpine regions (Chant, 1993). In other
countries, such as China, stems and roots of various species of Limo-
nium are used in folk medicine, and some of them are similar in
morphology and anatomy, making them difficult to identify using
traditional methods (Ding et al., 2012).

Limonium brasiliense (Boiss.) Kuntze is an herb popularly known
as guaicuruy, guaicura or baicuru (Dias da Silva, 1920) in the state of
Rio Grande do Sul, Brazil. It is grown and marketed by small farmers
in estuarine regions of the River Plate Basin. According to Simdes

* Corresponding author.
E-mail: mello@uem.br (J.CP. de Mello).

http://dx.doi.org/10.1016/j.bjp.2015.07.010

et al. (1998), this herb is common in coastal salt marshes in south-
ern Brazil, from Parand to Rio Grande do Sul, and in Uruguay and
Argentina; Zappi(2015) gave the range as extending from southern
Brazil to the state of Rio de Janeiro.

Although it was described in the first edition of the Brazilian
Pharmacopoeia (1929), L. brasiliense is not included in the current
Pharmacopoeia. It is popularly used to treat uterine and ovarian
inflammation, vaginal discharge and dysmenorrhea (Moura et al.,
1985), and is useful to regulate menstrual periods (Lifchitz, 1981),
as well as having an antimicrobial effect (Rosito, 1975). Murray
et al. (2004) isolated five antioxidant compounds from extracts of
L. brasiliense roots. Their chemical composition includes hydrolyz-
able and condensed tannins, 4-0-methyl gallic acid, sitosterol, and
triterpenic saponins, the structures of which have not been deter-
mined (Rosito, 1975).

The first botanical description of L. brasiliense was contained in
the Flora brasiliensis (Martius, 1840-1906). Dias da Silva (1920 pro-
vided a detailed anatomical description, noting the organoleptic
characteristics of fresh plants, i.e. a strong unpleasant odor that
disappears upon dissection, and a spicy astringent flavor. Martius

0102-695X/D 2015 Sociedade Brasileira de Farmacognosia. Published by Elsevier Editora Ltda. All rights reserved.
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Ethnophamuaologial relevance: Limonium brasiliense (Boiss.) Kuntze, Plumbaginaceae, populady known
as babcurw, has been wsed in folk medicine to treat menstreal cramps and to regulate menstrual periods.
However little is known about its safety. This study evaleated the safety through it vvo tests of the
acute, long-term, and liver teiany, and the mutagenicity of the crude extract (CE) from rhizomes of L
brasiliense.
Materals and methods: The acute tedcity was assessed in Swis mice, and the chronic toxicity in Wistar
rats Male and female mice received the CE orally in single doses of 10,220, 10, 4.0, or 5.0 glkg. Clinical
changes and mortality raie were used as parameters to assess the acute toxcity. In the long-term eva-
heatiom, male and female Wistar rats were treated orally with daily doses of the CE (50, W, or 200 mg/
kg) for 90 days. Assessments of wetght, behadior and fsod intake, wrinalysis biochemical and hemato-
logical analyses, a5 well a5 macnoe- and micmoscopic observations of several organs were periormed. The
redizd state of the liver was eval wated as a means of investigating the liver tedicity, and the micronuclews
test to assess mutagenicity was ako peformed.
Resulm: Evaluation of acute tedcity indicated no apparent clinical change in the animals; the LD, was
4.8 gkg. Evaluatien after 90 days administration showed that the CE even in higher doses than ane
oonsidered therapeutic, appeared to be safe The micronucleus test demonstrated a low mutagenic po-
tential for the CE
Conchesion: Ouwr results showed that treat ment with the CE from L brasiliense caused low or mi tosicity,
a5 assessed using these doses and evaluation methods.

= 2015 Ekevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

the Rio de la Flata {Mourma et al, 1985; Murray et al., 2004)
Rhizomes of L brasfiense have been used in folk medidne as an

The genus Limonium (family Plumbaginaceae] indudes 163
aepted speces (Kunitake e al, 1995; The Plant List, 2015). In
Brazil, the only member of this genus is Limonium brasiliense
(Boiss] Kuntze, populady known as baicuru or gonaicum. This
spedes is widespread in Argentina, Uruguay, and southern Brazil,
where it grows preferentally in lowlands and saline soils along

* (omespanding authar at: Departamento de Farmdcia, Univer sidade Estdual de
Maringd, Avenida Colambo, 5790, BR-87020-900, Maringd, PR, Brazil
E-mimil el sdres - el v br (P Mella )

hittp: [febe doiorg 1016/ jep 201 508 022
0378831 & 2015 Elsevier Ireland Lid. All rights ressrved.

antiseptc in genitourinary infections, an astringent and depura-
tive, and especially to treat menstrual cmmps and to regulate
menstrual periods (Moura et al, 1985). There are reports of its use
in the treatment of hemorrhage and rheumatism, and it is also
believed to have cardioprotective properties (Murmy et al., 2004).

Stmdies with ethanolic extracs (fluid ecrad, 1:1 vjw] have
revealed the existence of anti-inflammatory acivity (Jahns and
Crescente, 1976). Moura et al. (1985) demonstrated the anti-in-
flammatory action of the ethanol extract (100% ethanol) injeced
by the intraperitoneal route at a dose of 250 mglkg, on test-paw
edema induced by carmgeenan The antioxidant adtivity of the
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Titulo: Protocolo n° 012/2011

Limonium brasiliense (BOISS.) Kuntze (Plumbaginaceae): Avaliagao Quimica e
Bioldgica

Entrada: 6/4/2011 Inicio: 1/2/2012 Término: 31/7/2014

Situacdo do Projeto: Aprovado

Relatorio Final:

ATENGAQ: este parecer, quando a situagdo do projeto constar "aprovado”, autoriza os
proponentes a executarem o protocolo em questdo. O certificado sera emitido apds apreciagao e
a pr o v a ¢ a o d o rioe, LSasitoian'i o f i n a |

Consideragdes e Parecer:

Apds analise e discusséo do Projeto, e das alteracdes, feitas pelo Coordenador, sugeridas pelo Comité, e baseado no
fato de gue a Metodologia a ser empregada segue os Principios Eticos na Experimentac&o Animal, somos de Parecer
Favoravel que este Comité Aprove o presente Projeto

hﬁl
Prof. D, GENTIL BANINI DE MORAES,
Presidente em exercicio do CEAE,

. |
Artigo 10 da Resolucéo n® 032/2006-CEP: Os projetos analisados seréo enguadrados em uma das seguintes categorias:
| - aprovado;

Il - pendente, quando o CEAE considerar o protocolo e o projeto como aceitaveis, porém com problemas no protocolo,
no projeto ou em ambos, e houver recomendacé&o de uma revisdo especifica, ou solicitagdo de modificag&o ou
informacéao relevante, que devera ser atendida em até 60 dias, apos o recebimento da comunicacgéo, pelo coordenador
do projeto,

Il - arquivado, quando o protocolo permanecer pendente, transcorridos 30 dias, apos o prazo previsto no Inciso Il do
recebimento da comunicacéo;

I - ndo aprovado
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