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RESUMO

A Amasonia campestris € uma planta da familia Lamiaceae utilizada popularmente
como terapia complementar no tratamento do Diabetes mellitus. Apesar de seu difundido uso
pelas comunidades locais ndo existem relatos cientificos que garantam a seguranga ou a
eficacia do emprego terapéutico desta espécie. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
toxicidade aguda e a atividade hipoglicemiante do extrato metanolico das raizes de Amasonia
campestris (EMAC). Para tanto realizou-se um teste preliminar de bioatividade do extrato
frente a Artemia salina para determinacdo da concentracédo letal mediana (CLso) € em seguida
avaliou-se a toxicidade aguda conforme preconizado pela RE 90/2004 da Agencia Nacional
de Vigilancia Sanitéria - ANVISA. Ratos Wistar machos (n=12), divididos em dois grupos,
receberam, respectivamente, EMAC (2000 mg/kg, v.0) e o veiculo (controle). Sinais gerais de
toxicidade, bem como a evolugdo ponderal, consumo de 4gua e racéo e grau de letalidade do
extrato foram observados durante 14 dias. Ao fim deste periodo, parametros hematolégicos e
bioquimicos, bem com anélise macroscépica e calculo da massa relativa de érgdos vitais
(coracao, figado, pulmdes e rins) também foram determinados. Para o teste de tolerancia oral
a glicose (TOTG) 18 animais normoglicémicos, distribuidos em 3 grupos receberam
diferentes tratamentos: veiculo (controle negativo), Metformina 500 mg/kg (controle positivo)
e EMAC (400 mg/kg) (teste). Apds sobrecarga de glicose, a glicemia foi determinada nos
tempos 30, 60, 90 e 120 minutos. No teste com animais diabéticos induzidos por aloxano (120
mg/kg). Foram utilizados um grupo controle negativo (veiculo), grupo controle positivo
(Glibenclamida, 5 mg/kg) e 2 grupos testes de EMAC (200 e 400 mg/kg, respectivamente).
Nestes grupos foram realizadas coletas de glicemia nos tempos Oh, 6h, 24h, 4°dia e 6°dia apds
respectivos tratamentos. A coleta de sangue para exames de colesterol e triglicerideos foi feita
ao fim do sexto dia. A CLs, determinada através do bioensaio em A. salina foi de 248,57
pg/ml demonstrando que a planta € detentora de constituintes ativos. Nos animais expostos
agudamente ao EMAC (2000 mg/kg) ndo se evidenciou mortes, alteracfes comportamentais,
modificagdes no consumo de agua e racdo nem alteracBes dos parametros bioquimicos e
hematoldgicos avaliados, em relacdo ao grupo controle. Aspectos macroscépicos e massa
relativa dos 6rgdos apresentaram dentro da normalidade, a exce¢do de uma pequena alteracdo
no peso relativo renal. O teste oral de tolerancia o grupo tratado com extrato apresentou
reducdo significante da glicemia no tempo 90 minutos com (p<0,00241). Durante o
tratamento de 6 dias com os animais diabético induzidos, 6 horas ap6s a primeira
administracdo foi observado uma reducdo significativa da glicemia com a dose 400mg/kg
(p=0,05) de extrato, fato esse que se repetiu no quarto dia de tratamento (p=0,001). Na
avaliacdo ponderal tanto os animais tratados com extrato (200mg/kg e 400mg/kg, v.0) como
com a glibenclamida n&o apresentaram alteracdes significativas. EMAC (400mg/kg, v.0)
promoveu reducdo expressiva nos niveis plasmaticos de colesterol e aumento de triglicerideos
em todos os grupos de tratamento. Diante destes resultados podemos inferir que o extrato
metanolico de Amasonia campestris possui baixa toxidade e é detentor de atividade
hipoglicemiante, porém uma compreensdo mais aprofundada de seus mecanismos
terapéuticos, bem como da seguranca do uso por periodos mais prolongados deveram ser
melhor elucidadas.

Palavras-chave: Toxicidade aguda. Diabetes mellitus. Hipoglicemiante. Amasonia campestris.



ABSTRACT

The Amasonia campestris is a family Lamiaceae plant popularly used as a
complementary therapy in the treatment of diabetes mellitus. Despite its widespread use by
local communities there are no scientific reports to ensure the safety or efficacy of the
therapeutic use of this species. Therefore, the aim of this study was to evaluate the acute
toxicity and the hypoglycemic activity of the methanol extract of the roots of Amasonia
campestris (EMAC). Therefore we carried out a preliminary bioactivity of front extract the
brine shrimp to determine the median lethal concentration test (LC50) and then evaluated the
acute toxicity as recommended by RE 90/2004 of National Health Surveillance Agency -
ANVISA. Male Wistar rats (n=12) were divided into two groups received, respectively,
EMAC (2000 mg/kg, v.0.) and the vehicle (control). General signs of toxicity and body
weight gain, water and food consumption and degree of lethality extract were observed for 14
days. At the end of this period, haematological and biochemical parameters, as well as
macroscopic analysis and calculation of the relative mass of vital organs (heart, liver, lung
and kidney) were also determined. For the oral glucose tolerance test (TOTG) 18
normoglycemic animals distributed in 3 groups received different treatments: vehicle
(negative control), Metformin 500 mg/kg (positive control) and EMAC (400 mg/kg) (test).
After glucose load, blood glucose was determined at 30, 60, 90 and 120 minutes. In the test
animals with diabetes induced by alloxan (120 mg/kg). A negative control group were used
(vehicle), positive control group (Glibenclamide 5 mg/kg) and EMAC 2 test groups (200 and
400 mg / kg, respectively). These groups glucose samples were taken at the times Oh, 6h, 24h,
Day 4 and Day 6 after their treatments. The collection of blood cholesterol and triglycerides
tests was made at the end of the sixth day. The LCsy determined by bioassay A. salina was
248.57 ug/mL demonstrating that holds the plant active constituents. In animals exposed
acutely to EMAC (2000 mg/kg) there was no evidence deaths, behavioral changes, changes in
the consumption of water and feed or changes in biochemical and hematological parameters
evaluated in the control group. Macroscopic aspects and relative mass of the organs showed
normal, the exception of a slight change in kidney relative weight. The oral tolerance test
group treated with extract showed significant reduction in blood glucose over time to 90
minutes (p<0.00241). During the 6 day treatment with induced diabetic animals 6 hours after
the first administration was observed a significant reduction in blood glucose at a dose 400
mg/kg (p=0.05) extract, a fact that was repeated on the fourth day treatment (p=0.001). In
weight assessment both animals treated with extract (200mg/kg and 400mg/kg, v.0.) as with
glyburide showed no significant changes. EMAC (400mg/kg, v.0.) produced significant
decrease in plasma cholesterol and triglycerides increased in all treatment groups. Given these
results we can infer that the methanol extract of Amasonia campestris has low toxicity and is
holder of hypoglycemic activity, but a deeper understanding of its therapeutic mechanisms as
well as the safety of use for longer periods were to be better elucidated.

Keywords: Acute toxicity. Diabetes mellitus. Hypoglycemic. Amasonia campestris.
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1 INTRODUCAO

A Diabetes mellitus € uma sindrome que se tornou um problema de satde pablica em
virtude de sua expressiva incidéncia e prevaléncia. Patologia estd que apresenta uma
deterioracdo progressiva do organismo em consequéncia das desordens metabdlicas e estados
hiperglicémicos causados pela falta da producdo, excrecdo ou acdo da insulina. Essa
desordem metabdlica faz com que as pessoas apresentem sintomas como: polidria, polifagia,
polidipsia, perda de peso, ou outros que variam de acordo com os indices glicémicos.

Isso faz com que a Diabetes mellitus seja considerada uma das doencas incuraveis
crénicas mais comuns no mundo, com uma prevaléncia epidemiolégica que movimenta a
preocupacdo dos orgdos de saude do mundo inteiro, principalmente pelos danos colaterais que
0s pacientes apresentam em longo prazo.

O Estado do Amapa integra parte da Amazonia Legal, dispondo de uma rica
biodiversidade e possui uma cultura centrada nos costumes de povos indigena e
remanescentes quilombolas, cujas praticas culturais remetem a utilizacdo de plantas
medicinais para fins terapéuticos.

A Amasonia campestris € uma espécie encontrada na Venezuela, Trinidad e Tobago,
Guianas, Suriname e Brasil (MOLDENKE, 1982). Sendo, no Brasil, encontrada no Amapa,
Pard, Maranhdo, Piaui, Ceara, Pernambuco, Bahia e Goids. Com indicacdo popular para o
tratamento do Diabetes, inclusive por pessoas que nao dispde de acesso a assisténcia a salde e
medicamentos, representando uma alternativa terapéutica para muitas destas pessoas. Diante
dessa pratica popular existe a necessidade do estudo cientifico de tal espécie sobre o ponto de
vista da comprovacdo da eficacia terapéutica como agente hipoglicemiante e também
garantindo a seguranca de sua utilizacéo.

Estudos de avaliacdo toxicoldgica da espécie Amasonia campestris ndo sdo relatados
na literatura cientifica, 0 que torna necessaria a realizacdo desta pesquisa em funcdo do
difundido uso popular da espécie e do cumprimento de etapas para registro de um provéavel
fitoterapico a base deste vegetal junto a Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Uma vez
que a seguranc¢a no uso de qualquer medicamento € condicdo sine qua non para viabilizacédo
de registro e comercializagdo.

A viabilizacdo de novos medicamentos fitoterapicos esbarra em diversas caracteristicas
que estes produtos devem apresentar segundo a Resolugdo RDC n° 26/2014, da Agencia

Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA, que dispdem sobre o registro destes
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medicamentos. Estas etapas servem para assegurar a eficacia, a qualidade e a seguranga no uso
destas plantas.

Com base no conhecimento empirico sobre o efeito do cha das folhas e raizes da Amasonia
campestris utilizado como tratamento complementar da Diabetes mellitus, sendo que a
atividade farmacoldgica no controle do diabetes ainda ndo é conhecida, surge a necessidade
de investigar o possivel o potencial toxico e hipoglicemiante do extrato metandlico da
Amasonia campestris (EMAC) para avaliar a eficacia de seu uso popular, e ter uma ideia na
seguranca do uso e possivelmente cumprir etapas para registro de um novo produto

fitoterépico.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL:

e Auvaliar toxicidade aguda e atividade hipoglicemiante do extrato metanolico de raizes
de Amasonia campestris e estimar bioatividade da planta através de bioensaio frente a

Artemia salina.

2.2 ESPECIFICOS:

e Estimar a bioatividade do extrato metandlico das raizes de Amasonia campestris
(EMAC) através de bioensaio frente a Artemia salina.

e Auvaliar comportamentalmente os animais expostos agudamente ao EMAC e verificar
a influéncia deste sobre a ocorréncia de possiveis alteracdes na evolucéo ponderal e no
consumo de &gua e racdo, parametros bioquimicos e hematoldgicos dos animais
experimentais;

e Investigar atividade hipoglicemiante de EMAC em ratos normoglicémicos atraves de
teste oral de tolerancia a glicose.

e Auvaliar atividade hipoglicémica de EMAC em ratos diabéticos induzidos por Aloxano,

e tratados com o extrato.
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3CAPITULO 1
Revista Ciéncia & Saude Coletiva (Qualis B2 — Farmacia)

3.1 Efeito hipoglicemiante e avaliacdo da bioatividade do extrato metandlico das raizes
Amasonia campestris (Lamiaceae).

Hypoglycemic effect and evaluation of bioactivity of the methanol extract of the roots
Amasonia campestris (Lamiaceae).

Benedito de Souza Guimarées Junior

Alessandra Azevedo do Nascimento

Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade hipoglicemiante do extrato metandlico das
raizes de Amasonia campestris (EMAC) e testar sua bioatividade frente Artemia salina. Para
tanto realizou-se um teste preliminar de bioatividade do extrato frente a Artemia salina para
determinacdo da concentracdo letal mediana (CLsp) € em seguida procedeu o teste de
tolerancia oral a glicose (TOTG), onde 18 animais normoglicémicos, distribuidos em 3 grupos
receberam diferentes tratamentos: veiculo (controle negativo), Metformina 500 mg/kg
(controle positivo) e EMAC (400 mg/kg) (teste). Apds sobrecarga de glicose, a glicemia foi
determinada nos tempos 30, 60, 90 e 120 minutos. No teste com animais diabéticos induzidos
por aloxano (120 mg/kg). Foram utilizados um grupo controle negativo (veiculo), grupo
controle positivo (Glibenclamida, 5 mg/kg) e 2 grupos testes de EMAC (200 e 400 mg/kg,
respectivamente). Nestes grupos foram realizadas coletas de glicemia nos tempos 0Oh, 6h, 24h,
4°dia e 6°dia ap0s respectivos tratamentos. A coleta de sangue para exames de colesterol e
triglicerideos foi feita ao fim do sexto dia. A CLso determinada através do bioensaio em A.
salina foi de 248,57 pg/ml demonstrando que a planta € detentora de constituintes ativos. O

teste oral de tolerdncia o grupo tratado com extrato apresentou reducdo significante da
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glicemia no tempo 90 minutos com (p<0,00241). Durante o tratamento de 6 dias com 0s
animais diabético induzidos, 6 horas ap0s a primeira administracdo foi observado uma
reducdo significativa da glicemia com a dose 400mg/kg (p=0,05) de extrato, fato esse que se
repetiu no quarto dia de tratamento (p=0,001). Na avaliacdo ponderal tanto os animais
tratados com extrato (200mg/kg e 400mg/kg, v.0) como com a glibenclamida néo
apresentaram alteraces significativas. EMAC (400mg/kg, v.0) promoveu reducdo expressiva
nos niveis plasmaticos de colesterol e aumento de triglicerideos em todos os grupos de
tratamento. Diante destes resultados podemos inferir que EMAC é detentor de compostos
bioativos ja que sua CLsq foi inferior a 1000 pg/mL e ainda apresenta um consideravel efeito
hipoglicemiante. (CEUA-UNIFAP 01/2015).

Descritores: Diabetes mellitus; Hipoglicemiante; Amasonia campestris, Artemia salina.

Abstract

The aim of this study was to evaluate the hypoglycemic activity of the methanol extract of the
roots of Amasonia campestris (EMAC) and test its bioactivity front Artemia salina. Therefore
we carried out a preliminary test the bioactivity front extract the brine shrimp to determine the
median lethal concentration (CLsg) and then proceeded to the oral glucose tolerance test
(TOTG), where 18 normoglycemic animals, divided into 3 groups received treatments:
vehicle (negative control), Metformin 500 mg/kg (positive control) and EMAC (400 mg/kg)
(test). After glucose load, blood glucose was determined at 30, 60, 90 and 120 minutes. In the
test animals with diabetes induced by alloxan (120 mg/kg). A negative control group were
used (vehicle), positive control group (Glibenclamide 5 mg/kg) and EMAC 2 test groups (200
and 400 mg/kg, respectively). These groups glucose samples were taken at the times Oh, 6h,
24h, Day 4 and Day 6 after their treatments. The collection of blood cholesterol and

triglycerides tests was made at the end of the sixth day. The CLs determined by bioassay A.
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salina was 248.57 ug/ml demonstrating that holds the plant active constituents. The oral
tolerance test group treated with extract showed significant reduction in blood glucose over
time to 90 minutes (p<0.00241). During the 6 day treatment with induced diabetic animals 6
hours after the first administration was observed a significant reduction in blood glucose at a
dose 400 mg/kg (p=0.05) extract, a fact that was repeated on the fourth day treatment
(p=0.001). In weight assessment both animals treated with extract (200mg/kg and 400mg/kg,
v.0.) as with glyburide showed no significant changes. EMAC (400mg/kg, v.0.) produced
significant decrease in plasma cholesterol and triglycerides increased in all treatment groups.
Given these results we can infer that EMAC is holder of bioactive compounds since its LC50
was less than 1000 mg/ml and still has a considerable hypoglycemic effect. (CEUA-UNIFAP

01/2015).

Keywords: Diabetes mellitus; hypoglycemic; Amasonia campestris, Artemia salina.

Introducéo

A Diabetes mellitus é uma sindrome de etiologia multipla decorrente de defeitos na
acdo ou secrecdo da insulina, ou ambos. Esta desordem metabdlica é caracterizada por
hiperglicemia cronica, cujos principais sintomas incluem politria (aumento do volume
urinario) polidipsia (aumento da ingestdo hidrica), polifagia (aumento da ingestdo alimentar) e
significativa perda de peso'. Uma das doencas incuraveis cronicas mais comuns, com uma
prevaléncia epidemioldgica que movimenta a preocupacdo dos 6rgdos de saude do mundo
inteiro, principalmente pelos danos colaterais que os pacientes apresentam em longo prazo.

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) o mundo encontra-se hoje no centro
de uma epidemia diabética. No ano de 1985 estimava-se que havia 30 milhGes de pessoas
diabéticas em todo o0 mundo, nimero este que aumentou drasticamente em um periodo de dez

anos, chegando a 135 milhGes de pessoas diabeéticas. Estimativas apontam que no ano de
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2030, este nimero deve alcancar 366 milhdes de pessoas com esta sindrome, dos quais 90%
apresentardo diabetes tipo 2 e hoje, no Brasil, estima-se que haja cerca de 12 milhdes de
pessoas diabéticas’.

A utilizacdo de plantas medicinais tem aparecido com resultados satisfatorios nas
pesquisas, o potencial hipoglicemiante obtido a partir de principios ativos de origem vegetal.
As informaces etnobotanicas relatam que aproximadamente 800 plantas possuem potencial
anti-diabético®. No Brasil, muitas espécies tropicais, sdo utilizadas popularmente como
medicinais por comunidades quilombolas, ribeirinhas, rurais, tradicionais e indigenas®. O uso
popular de plantas como hipoglicemiantes vem sendo significativamente comprovado atraves
de pesquisas cientificas.

O Estado do Amapa integra parte da Amazbnia Legal, dispondo de uma rica
biodiversidade e possui uma cultura centrada nos costumes de povos indigena e
remanescentes quilombolas, cujas préaticas culturais remetem as plantas medicinais. A
Amasonia campestris € uma planta utilizada popularmente no tratamento do Diabetes,
inclusive por pessoas que ndo dispde de acesso a assisténcia a salde e medicamentos,
representa a alternativa terapéutica para muitas destas pessoas. Diante dessa pratica popular
existe a necessidade do estudo cientifico de tal espécie sobre o ponto de vista da comprovacao
da eficécia terapéutica como agente hipoglicemiante e também garantindo a seguranca de sua
utilizacéo.

Amasonia campestris € uma espécie que ocorre na Venezuela, Trinidad e Tobago,
Guianas, Suriname e Brasil. Sendo, no Brasil, encontrada no Amap4, Para, Maranh&o, Piaui,
Ceara, Pernambuco, Bahia e Goias®. Conhecida popularmente por “herva de picapao”,

29 <¢ 2 ¢ 29 ¢¢ 29 ¢ L9

“mendoca”, “rabo de arara”, “cacho vermelho”, “cola de galo”, “varita de San Jos¢” e “farfara
roja”’, nao apresenta estudos relatados -cientificamente quanto a suas propriedades

hipoglicemiantes, nem estudos de toxicidade®. Os populares utilizam folhas e raizes deste
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vegetal na forma de infusdo e decoccdo, respectivamente, para auxiliar no tratamento do
diabetes.

A viabilizacdo de novos medicamentos fitoterapicos esbarra em diversas caracteristicas
que estes produtos devem apresentar segundo a RDC 26/2014 da Agencia Nacional de
Vigilancia Sanitaria — ANVISA, que dispdem sobre o registro destes medicamentos. Assim 0s
testes farmacologicos e toxicologicos utilizando animais sdo considerados como etapa
imprescindivel da pesquisa de novos produtos destinados ao uso em humanos inclusive os
medicamentos fitoterapicos’. Estas fases tem o objetivo de garantir a eficcia, a qualidade e a
seguranca na utilizacdo destes produtos, assim como prover adequadas informacdes aos
usuarios mediante o registro e regulamentacdo pertinente, constituem importantes desafios
para 0S momentos atuais.

Com base no conhecimento empirico sobre o efeito do cha das folhas e raizes da
Amasonia campestris utilizado no tratamento da Diabetes mellitus, mas sem nenhum estudo
que comprove sua eficdcia surge a necessidade de se investigar o possivel o potencial
citotdxico e hipoglicemiante do extrato metanolico da Amasonia campestres e possivelmente

cumprir etapas para registro de um novo produto fitoterapico.

Meétodo

Material botanico

As raizes de Amasonia campestris foram coletadas no municipio de Macapa-AP, no
polo hortifrutigranjeiro com localizagdo GPS: Latitude: -0.03716 e Longitude: -51.00077 em
um raio de 25 metros. A partir do espéecime coletado preparou-se uma exsicata que foi
encaminhada e depositada com n° 015418 no Herbario Amapaense do Instituto de Pesquisas
Cientificas e Tecnologicas do Amapa.

Obtencé&o do extrato metandlico de Amasonia campestris (EMAC)



17

O material botanico foi seco a 40°C por 72 h, em estufa de ar circulante, e triturado em
moinho de facas. O triturado resultante seguiu com processo de maceracao a frio em metanol
na propor¢do de 1/5 do liquido extrator em relacdo ao peso da amostra durante 7 dias. O
macerado foi homogeneizado com agitacdo periodica para facilitar a extracdo dos
constituintes ativos da planta. Apds filtracdo foi obtido um extrato de coloracdo dourada, logo
concentrou-se 0 extrato em evaporador rotativo a 45°C até total evaporacdo do solvente,
resultando no extrato metanolico bruto de Amasonia campestris (EMAC).

Logo apo6s a rotaevaporacdo do EMAC, realizou-se o célculo do rendimento geral do
extrato. Obtendo o Rendimento geral de 1,756%. Utilizando a seguinte formula:
Re=(Peb/Prt)x100. Sendo Re: o rendimento total do extrato (%); Peb: peso do extrato bruto
(9); Prt: peso das raizes trituradas.

Para a realizacdo dos testes, preliminarmente o extrato foi diluido com 0,5% de tween
80, uma solucdo previamente escolhida apos teste de solubilidade. A quantidade utilizada do
extrato concentrado seguiu conforme tipo de estudo e peso corpdreo dos animais.

Bioensaio com Artemia salina

Os cistos de Artemia salina L. foram mantidos sob refrigeracéo a 4°C até a execucgao
do experimento. Larvas de Artemia salina L., na forma de metanauplio, foram empregadas
para a determinagcdo da Concentragdo Letal Média (CLsg) como pardmetro de avaliacdo da
atividade bioldgica®. Para a obtencdo dos metanauplios, cistos de Artemia salina foram
incubados em solucdo salina (pH 8,5 e 29°C) sob iluminacdo artificial por 48h. Apds eclosdo
ocorreu a migracao dos metanauplios de uma placa perfurada para outro compartimento com
livre incidéncia de luz. A partir de uma solucdo de 10 mg/ml de EMAC foram efetuadas
diluicdes para obtencdo de diferentes concentragdes (1000 — 1 ug/mL). Cada tubo foi tinha
um volume final de 5mL de solucdo ja acrecidos com as respectivas concentragdes onde 10

metanauplios foram adicionados, a cada tubo.
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O teste foi realizado em triplicata e em duas etapas. Um grupo controle também
preparado contendo apenas solucao salina, que foi empregado como solvente para o extrato, e
as larvas. O conjunto permaneceu em incubagdo sob luz artificial por 24 h e entdo foi
realizada a contagem do numero de larvas vivas e mortas para determinacdo da CLsy de
acordo com o0 método estatistico de Probitos utilizando o programa Graph Pad prism 6.0.
Ensaios pre-clinicos com animais

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus norvegicus) fémeas normoglicémicas, pesando
entre 250-300 gramas, provenientes do Biotério do LACEN-AP. Os animais foram
aclimatados por um periodo de 7 dias antes da realizacdo dos experimentos em nosso
laboratdrio. Mantidos sob condicdes controladas de temperatura (25 + 1° C) e submetidos a
um ciclo claro-escuro de 12 horas (6 - 18 horas), tendo livre acesso a alimentagdo e agua.

Todos os protocolos foram submetidos & apreciacdo do comité de Etica em Pesquisa
para 0 uso de animais da Universidade Federal do Amapa (CEUA — UNIFAP) e
posteriormente aprovados com protocolo 01/2015 (Anexo 1).

Teste Oral de Tolerancia a Glicose

O efeito anti-hiperglicemiante agudo do extrato metandlico das raizes da Amasonia
campestris foi avaliado através da analise das curvas obtidas a partir do teste oral de
tolerancia a glicose®. Para realizacio deste teste foram utilizados 18 animais normoglicémicos
divididos em 3 grupos, compostos por 6 animais cada. Os grupos foram definidos como:
grupo controle negativo tratado com veiculo; Grupo controle positivo tratado com
Metformina, na dose de 500 mg/kg, uma droga de referéncia e o grupo experimental tratado
com Amasonia campestris, na dosagem de 400 mg/kg.

Antes dos experimentos, todos animais foram colocados em jejum ndo hidrico durante
12h. Apés este periodo, procedeu-se uma glicemia em jejum que foi definida como tempo 0

(zero). Apos este procedimento, 0s animais receberam seus respectivos tratamentos pela via
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oral e decorridos 30 minutos se administrou glicose na dose de 3 g/kg. A glicemia foi entdo
medida nos tempos 30, 60, 90 e 120 minutos apos a administracdo da glicose. Os valores da
glicemia foram obtidos através de fitas reagentes (ACCU-CHEK Advantage Il, Roche)
acopladas a um glicosimetro digital portatil a partir de amostras de sangue coletadas da cauda.
Inducéo do Diabetes mellitus com Aloxano

O Diabetes Mellitus foi induzido através de injecdo intraperitoneal em dose Unica de
Aloxano (Alloxan Monohydrate Sigma®) na concentracdo de 120 mg/kg de peso, diluido em
solucdo de NaCl a 0,9% estéril. Decorridos 30 minutos do tratamento, os animais foram
alimentados normalmente e receberam uma solucéo de glicose 10% como unica fonte hidrica,
durante 24 horas. Apo6s 7 dias da inducdo, os animais foram subdivididos em um grupo
controle e 3 grupos de intervencdo. Dos animais submetidos a inducdo, s6 comporam 0s
grupos experimentais aqueles cuja glicemia foi superior a 190 mg/dL.

Os ratos diabéticos foram divididos em 4 grupos (n=4, cada). Sendo o grupo controle
negativo tratado com veiculo (NaCl 0,9% com 0,5% de Tween 80), o grupo controle positivo
tratado com um farmaco padrdo (Glibenclamida, 5mg/kg), o grupo teste 1 (EMAC, 200
mg/kg) e o grupo teste 2 (EMAC, 400 mg/kg). Os tratamentos foram, todos, por via oral
(gavagem) e transcorrido os intervalos de 0, 6 e 24h, ap6s cada administracdo, procedeu-se a
coleta de sangue (veia caudal) para determinacdo de glicemia. Diariamente foram repetidos 0s
respectivos tratamentos por 6 dias. Findado este periodo e sob jejum de 8 horas, procedeu-se a
coleta de sangue dos animais por puncdo cardiaca, trés horas ap6s o Ultimo tratamento, para
analise da glicemia, triglicerideos e colesterol™.

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média e para comparagao
entre as médias empregou-se o teste t-studant ou ANOVA, seguida de Bonferroni utilizando o
programa Graph Pad Prism versdo 6.0. O nivel de significancia considerado foi de 95%

(p<0,05).
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Ao final do periodo experimental os animais, foram previamente anestesiados com
Quetamina 90mg/Kg e Xilasina 10mg/kg de peso corporal, e eutanasiados por exsanguinacao
através de puncdo cardiaca, conforme norma do CONCEA. A confirmacéo da morte ocorreu a
partir da observacdo de auséncia de movimentos respiratorios, batimentos cardiacos e perda

dos reflexos.

Resultados

Avaliacdo da bioatividade de EMAC frente a Artemia salina.

Como ensaio preliminar deste estudo foi realizado o teste de bioatividade sobre
Artemia salina, expondo estes microcrustaceos até elevadas concentragdes (1 - 1000 pg/mL)
de EMAC para céalculo da CLsy. A CLsp de extratos determinada por este método indica
bioatividade, se inferior a 1000 ug/mL (MEYER et al, 1992). O valor médio da CLso de
EMAC obtido a partir deste teste foi de CL5p=248,57ug/mL. Indicando que EMAC apresenta
em sua constituicdo compostos bioativos.

Avaliacéo do efeito de EMAC sobre o perfil de resisténcia insulinica em ratos.

1501
-+ EMAC 400mg/kg

- -+ METFORMINA 500mg/kg
% 1004 ’ -~ VEICULO
E
8
IS
8 504 * =
2 p=0.0241 EMAC vs controle
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O T T T T T
GLI10"™ GLI 30" GLI 60" GLI 90"GLI 120"

Tempo (minutos)

Figura 1. Efeito do Extrato bruto da Amasonia campestris em ratos normoglicémicos
submetidos a teste oral de tolerancia a glicose. Os resultados foram expressos como média *
e.p.m., n=5 versos o controle (ANOVA).

A glicemia de todos os animais foi avaliada no (tempo 0) apds jejum de 12 horas.
Seguido do primeiro teste de glicemia os animais foram tratados com Metformina (500

mg/kg) e EMAC (400 mg/kg) Via oral, apds o tratamento o experimento seguiu com testes de
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glicemia nos tempos 0, 30, 60 e 120 minutos apds a administracdo de uma sobrecarga de
glicose via oral. O teste revelou reducdo da glicemia com EMAC (106,00 + 6,50 mg/dL) ao
nivel da Metformina (109,40 + 4,78 mg/dL) no tempo 90 minutos e uma taxa glicémica
menor que o veiculo no tempo 120 minutos.

Avaliacdo da glicemia em rato diabético induzido por aloxano e tratado com EMAC

700
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*p=0,056 EMAC 400mg/kg vs controle
**p<0,001 EMAC 400mg/kg vs controle
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Figura 2. Avaliacdo da glicemia dos animais diabético induzidos durante os 5 dias de
tratamento com EMAC (200 e 400 mg/ kg), Glibenclamida e Veiculo. Os resultados foram
expressos como media £ e.p.m., n=5 versos o controle (ANOVA).

Diante dos resultados expostos onde foi evidenciado uma reducdo da glicemia no
tempo 90 minutos nos animais. O experimento seguiu com tratamento de 5 dias com EMAC
em ratos diabéticos induzidos com Aloxano. Durante o tratamento, nas primeiras 6h apds
administracdo da 1° dose, os tratamentos com EMAC 400 mg/kg (364.5 + 26.1 mg/dL)
apresentou resultados préximos em comparacdo com os tratamentos com EMAC 200 mg/kg
(384.5 + 18.0 mg/dL) e proximidade com os efeitos da Glibenclamida 5 mg/kg (348.7 + 34.2
mg/dL). Com a continuacdo do tratamento a dose de 400 mg/kg durante o 4° dia de
administracdo apresentou (424.2 + 13.0 mg/dL), uma glicemia acentuadamente menor que 0s
tratamentos com Glibenclamida 5mg/kg (499.5 + 11.4 mg/dL), EMAC 200 mg/kg (533.2 +

32.3 mg/dL) com (p<0.001) no (ANOVA seguido de Bonferrone).

Evolugao ponderal dos animais diabéticos expostos a EMAC
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*p=0.0461: EMAC 400mg/kg vs controle.
**p=0.0374: EMAC 200mg/kg vs controle.
3509 **p=0.0448: EMAC 400mg/kg vs controle.
**p=0.0332: Glibenclamida vs controle. -e- Controle
-& Glibenclamida 5 mg/kg
3001 -+ EMAC 200 mg/kg
-* EMAC 400 mg/kg

2504

Peso (g)

2004

150

(o] O o

0 S ® S
Dias de tratamentento (dia)

S
Figura 3. Avaliacdo do peso dos animais diabético induzidos durante os 5 dias de tratamento
com EMAC e Glibenclamida.

A administracio de EMAC 200 mg/kg, 400mg/kg e glibenclamida 5mg/kg
demonstraram uma manutencdo do peso corpdreo dos animais durante os cinco dias de
tratamento, onde o grupo tratado com EMAC 200 mg/kg apresentou respectivamente (270.0 +
8.6 g) e (2655 + 7.2 g) o EMAC 400 mg/kg (264.7 + 16.9 g) e (264.0 + 159 ¢g) e a
Glibenclamida 5 mg/kg (266.7 + 15.1 g) e (266.5 + 15.5 g) enquanto os animais do grupo
controle apresentaram uma acentuada perda de peso totalizando os valores (216.0 + 11.7 g) e

(209.7 + 8.1 g). N&o houve taxa de mortalidade neste experimento.
Avaliacdo do Colesterol e triglicerideos em rato diabético induzido por aloxano.
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Figura 4. Avaliacdo do colesterol e triglicerideos dos animais diabético induzidos durante
apos o 5° dia de tratamento com EMAC, Glibenclamida e Veiculo. O EMAC 400mg/kg
apresentou (*p=0,001) quando comparado com o controle (ANOVA).

o
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Ap0s o 5° dia de tratamento e em jejum os animais foram submetidos a uma coleta de
sangue através de puncdo cardiaca para realizacao das dosagens de colesterol e triglicerideos.
Dentre as alteracdes do colesterol, a figura 5 demonstra que o tratamento com o EMAC 400
mg/kg média + e.p.m (60.0+21.1 mg/dL) menor que os outros tratamentos. EMAC 200 mg/kg
(73.75+2.3 mg/dL); Glibenclamida 5 mg/kg (87.7+6.1 mg/dL) e veiculo com (78.7+7.2
mg/dL) com (p=0.001) (ANOVA). Com relacdo aos triglicerideos, os tratamentos com
EMAC 400 mg/kg (140.7+53.5 mg/dL) e EMAC 200 mg/kg (143.2+22.7 mg/dL) tiveram
resultados muito proximos, mas bem menores que as dosagens de triglicerideos do tratamento

com Glibenclamida 5 mg/kg (168.2+30.9 mg/dL).

Discussao

A Amasonia campestris € uma planta muito utilizada no Estado do Amapéa para o
tratamento complementar do Diabetes Mellitus. Apesar de até o momento ndo ter sido
encontrado nenhum estudo de atividade hipoglicemiante ou relacionado a mecanismos
farmacoldgicos que levam a reducdo da taxa de glicemia.

No presente estudo foi realizado bioensaio com Artemia salina para obtencéo da CLsg
e verificada a atividade antihiperglicemiante através do teste oral de toleréncia a glicose em
ratos normoglicémicos; hipoglicemiante e controle do peso em animais diabético induzidos
por Aloxano e tratados 5 dias com o extrato metandlico da Amasonia campestris. Ao final do
tratamento ainda foram investigadas as dosagens séricas de colesterol e triglicerideos.

A Artemia salina para realizacdo de triagem citotoxica para estimagdo da CLsy se
tornou comum nos estudos de plantas utilizadas para fins medicinais. A auséncia de
citoxicidade dos extratos testados frente a Artemia salina é um indicador de que a planta ou
seus Orgdos podem ser bem tolerados frente ao sistema bioldgico. Quando a CLsy obtida €

menor que 80 pg/ml a planta é considerada toxica”.
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O teste oral de intolerancia a glicose € muito utilizado como ensaio preliminar para
avaliar se uma planta possui algum possivel efeito hipoglicemiante, a droga utilizada neste
procedimento € a Metformina da classe das Biguanidas que reduzem a glicemia por
mecanismos bastante complexos que ainda ndo foram elucidados. Mas age aumentando a
captacdo e a utilizagdo no musculo esquelético, e participa da gliconeogénese™.

A avaliacdo inicial ocorreu a partir do teste oral de tolerancia a glicose realizado com o
propdsito de investigar a reacdo do EMAC sobre o metabolismo da glicose diante de uma
sobrecarga oral 3 g/kg de glicose. Durante o experimento, conforme observado na figura 1
uma reducdo significativa da taxa de glicemia no tempo 90 minutos representando um
(*p=0,00241). De acordo com estudos, apds 2h os niveis basais de glicose retornam a
normalidade desconsiderando qualquer efeito anti hiperglicemiante apés esse tempo™2.

As pesquisas com inducdo de diabetes através da utilizacdo de aloxano iniciou-se a
partir de 1943. O aloxano é uma perimidina que possui propriedades diabetogénicas atraves
da agdo seletiva e destrutiva sobre as células B pancreaticas.

Estudos propdem a indugdo ao diabetes mellitus em animais experimentais, através da
formacdo de radicais superoxido e hidroxila que possuem determinada especificidade tdxica
para tais células, levando a degeneracdo e morte definitiva das mesmas. Outros sugerem a
inibicdo da secrecdo de insulina por aloxano é causado por sua interferéncia com as proteinas
citoplasméticas que contem grupamentos sulfidril e dissulfidi'**°.

Utilizando o método imunoistoquimico, observou que os pancreas dos animais com
Diabetes mellitus, induzido por aloxano, apresentaram reducdo de 70% da &rea da ilhota
ocupada pelas células beta, chegando até a auséncia delas'®. A existéncia de hipoglicemia na
presenca de hiperinsulinemia que é observada 24 horas apds tratamento com aloxano deve ser

interpretada pelo desenvolvimento de resisténcia a insulina induzida por aloxano, podendo
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desencadear disturbios do status redox de outras células além das pancreaticas, as quais sdo
alvos da acéo da insulina®’.

O presente estudo utilizou o aloxano como droga para a inducdo da diabetes e foi
obtido 100% de sucesso no procedimento. Apds a administracdo da droga os animais
passaram por um periodo de 7 dias para o desenvolvimento da sindrome. Foi observado que
48 horas ap6s o procedimento de inducdo os animais ja apresentavam sintomas comuns do
diabetes como: polidipsia, polacidria, polifagia e mudanca na coloracdo dos pelos. Autores
citam gque dos 64 animais submetidos a injecdo endovenosa de aloxano, 14 ratos (21,8%) nédo
ficaram diabéticos ou apresentaram diabetes de gravidade leve ou moderada, sendo
desprezados. A maioria das pesquisas citam uma taxa de mortalidade em torno de 32%. Para
obter uma reducdo da taxa de mortalidade foi empregado a utilizacdo de apds a administracao
do aloxano os animais receberam glicose a 10% via oral para prevencdo de morte devido
hipoglicemia severa ocasionada pelo efeito da droga™.

O tratamento durante 5 dias com EMAC demonstrou uma reducdo da glicemia dos
animais nas primeiras 6 horas tanto nas doses de 200 mg/kg como 400 mg/kg, semelhante a
glibenclamida em comparacdo ao veiculo (*p=0,05). No 4° dia de tratamento também foi
observado reducdo da glicemia, mas apenas na dosagem 400 mg/kg de extrato com
(**p=0,001). Estudos realizados com farinha de maracuja (Passiflora edulis) apresentaram
reducdo do efeito em 6 h para as menores doses investigadas, com retomada da glicemia basal
para a dose de 20 mg/kg, com valores iguais a 518,86+66,40 mg/dL e um aumento da
glicemia para valores iguais a 367,87+84,40 mg/dL na dose de 40 mg/kg™®. Pesquisas
realizadas com a Phyllanthus niruri revelaram uma diminuicdo gradual dos niveis de glicose
no sangue no grupo de diabéticos com extrato (139,17 + 11,23 mg / dL) foi observada 22 mg /
dL) quando comparado ao grupo controle diabético, que teve o maior valor médio de (184,17

+ 7,83 mg/dL) que revelaram efeito hipoglicemiante da P. niruri'®.



26

Diversas plantas medicinais com potencial hipoglicemiante vém sendo estudadas e
comprovados seus efeitos através de diversos testes farmacoldgicos, a Amasonia campestris
demonstrou um efeito hipoglicemiante que deve ser analisado com testes mais complexos
para confirmacéo de biodisponibilade e dose resposta.

Alguns trabalhos vém sendo realizados para compreender 0s mecanismos de acao das
plantas medicinais com principios ativos possuidores de atividade hipoglicemiantes com 0s
seguintes mecanismos bioquimicos: diminuicdo da absorcédo de glicose pelo intestino; atuacao
sobre as células beta do pancreas, e estimulacao da secre¢do de insulina; inibi¢do da sintese de
glicose-6-fosfato ou qualquer enzima que degrade o glicogénio; estimulacdo do efeito da
insulina e da adrenalina; protecdo do pancreas contra o efeito de drogas’.

Assim como o aumento da liberacdo de insulina através do estimulo das células beta
do péancreas, aumento do nimero e da sensibilidade do sitio receptor de insulina, reducédo da
perda de glicogénio; aumento do consumo de glicose nos tecidos e 6rgdos; eliminacdo de
radicais livres; aumento da resisténcia peroxidacdo de lipideos; correcdo da desordem
metabdlica em lipideos e proteinas e estimulacdo para o aumento da microcirculacdo no
organismo?!. Esses efeitos citados, se comprovados, validam a eficacia de uma planta como
hipoglicemiante, pois todos esses mecanismos bioquimicos contribuem para a diminui¢do da
hiperglicemia.

Conforme o esperado ap6s a inducdo do diabetes com uma dose de 120 mg/kg de
aloxano, durante os 6 dias de tratamento com o EMAC resultou em manutencdo do peso
corpéreo dos animais em indices proximo ao dos animais tratados com glibenclamida 5
mg/kg (Droga de referéncia), enquanto que os animais tratados apenas com veiculo
apresentaram uma perda de peso expressiva.

Esses resultados estdo em conformidade com outras pesquisas que demonstram a

administracdo de extrato aquoso de P. niruri, a uma dose de 200 mg / kg e com a Morus alba
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em ratos diabéticos, produziu um decréscimo gradual no ganho de peso*®?*. A perda de peso é
comum em animais diabéticos e é caracteristica da doenca, principalmente em estados de
hiperglicemia severa.

Os resultados relacionados obtidos das dosagens séricas de colesterol demonstraram
uma reducdo expressiva do colesterol nos animais tratados com o extrato da Amasonia
campestris quando comparados com o grupo controle e grupo veiculo. Os experimentos com
S. oleoides revelou efeitos benéficos significativos no perfil lipidico em ratos hiperglicémicos,
reduzindo os niveis séricos de triglicerideos, colesterol total, LDL, VLDL e, um aumento
significante com relagdo ao HDL?®. Dados estes que contrapdem os resultados desta pesquisa
relacionados aos triglicerideos que apresentaram aumento superior ao grupo controle
glibenclamida. Em animais diabéticos o colesterol tende a estar aumentado, assim como a
hipertrigliceridemia®®. Os extratos de Bauhinia forticata possuem propriedades capazes de
reduzir a taxa de glicose, triglicerideos e colesterol, sendo util no tratamento do diabetes tipo
2%. O Diabetes mellitus sendo considerado uma sindrome que provoca uma modificacdo no
metabolismo dos carboidratos, lipideos e proteinas. Essas modificacfes sdo responsaveis
pelos sintomas apresentados nos estados de hiperglicemia e esses mecanismos também podem

auxiliar no tratamento do Diabetes.
Concluséao

O extrato metandlico das raizes da Amasonia campestris no teste oral de tolerancia a
glicose apresentou uma satisfatoria reducdo da glicemia no tempo 90 minutos. Dado que
levou a uma investigagdo com ratos diabéticos induzidos por Aloxano, onde os resultados nas
primeiras 6 horas de tratamento com a dose 400mg/kg de extrato e no 4° dia de tratamento
tambem foram obtidos resultados satisfatorios. Durante os 6 dias de tratamento 0s animais

que utilizaram o extrato e glibenclamida tiveram ganho ponderal e manutencdo do peso. Ao
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final do tratamento os indices de colesterol do grupo com dose 400mg/kg estavam baixos.
Portanto 0 extrato metanolico das raizes da Amasonia campestris possui efeito
hipoglicemiante. Mas necessita de estudos mais complexos acerca de seu mecanismo de acao,

e toxidade.
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Alessandra Azevedo do Nascimento

4.1 Avaliacéo pré-clinica da toxicidade aguda do extrato metandélico de Amasonia
campestris

Preclinical evaluation of acute toxicity of cv extract of Amasonia campestris
Resumo

A Amasonia campestris é uma planta da familia Lamiaceae, utilizada popularmente como
auxiliar no tratamento de enfermidades como maléria e diabetes. Porém ndo séo relatados na
literatura cientifica estudos de avaliacdo toxicoldgica que garantam uma administracdo segura
tanto da espécie in natura, como na forma de droga vegetal ou de futuro medicamento
fitoterapico. Portanto, o objetivo foi avaliar a toxicidade aguda do extrato metandlico das
raizes de Amasonia campestris (EMAC) em roedores. O experimento ocorreu com 12 ratos
Wistar (Ratos Norvegicus Albinus) machos expostos agudamente ao EMAC (2000 mg/kg,
v.0). Apds administracdo das doses foram observados os sinais gerais de toxicidade, evolugéo
ponderal, consumo de agua e racao para mensurar evidencias de acdo letal de EMAC durante
14 dias ap6s a exposicdo. No 15" dia uma amostra do sangue foi coletada para determinagéo
de parametros hematoldgicos e bioquimicos. Posteriormente os ratos foram eutanasiados para
analise macroscopica e calculo do peso dos 6rgaos. Nos animais expostos agudamente ao
EMAC (2000 mg/kg) néo se evidenciou mortes, altera¢cbes comportamentais, modificagcdes no
consumo de agua e racdo nem alteracbes dos parametros bioquimicos e hematoldgicos
avaliados, em relacéo ao grupo controle. Aspectos macroscopicos e massa relativa dos 6rgaos

apresentaram dentro da normalidade, a excecdo de uma pequena alteragdo no peso relativo
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renal (**p=0,0135). Diante destes resultados podemos inferir que EMAC pode ser bem
tolerado por possuir baixa toxidade frente aos parametros avaliados, porém para uma
compreensdo mais aprofundada de seus efeitos, estudos de carater sub-cronicos e crénicos

poderdo melhor elucidar seus efeitos.

Descritores: Toxicidade aguda. Amasonia campestris. Extrato metanolico.

Abstract

The Amasonia campestris is a Lamiaceae family plan, popularly used as an aid in the
treatment of diseases such as malaria and diabetes. But they are not reported in the scientific
literature of toxicological studies to ensure safe administration of both species in nature, as in
the form of vegetable drug or future herbal medicine. Therefore, the objective was to evaluate
the acute toxicity of methanol extract of the roots of Amasonia campestris (EMAC) in
rodents. The experiment took place with 12 male Wistar rats (Rats norvegicus albinus) males
exposed to sharply EMAC (2000 mg/kg, v.0.). After administration of the doses were
observed general signs of toxicity, weight gain, water and feed consumption to measure
evidence of EMAC lethal action for 14 days after exposure. On the 15th day a sample of
blood was collected for determination of haematological and biochemical parameters. Later
the mice were euthanized for macroscopic analysis and calculation of the weight of the
bodies. In animals exposed acutely to EMAC (2000 mg/kg, v.0.) there was no evidence
deaths, behavioral changes, changes in the consumption of water and feed or changes in
biochemical and hematological parameters evaluated in the control group. Macroscopic
aspects and relative mass of the organs showed normal, the exception of a slight change in
kidney relative weight (** p=0.0135). Given these results we can infer that EMAC can be

well tolerated because it has low toxicity compared to the evaluated parameters, but for a
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deeper understanding of its effects, character studies sub-chronic and chronic may further

elucidate its effects.

Keywords: Acute toxicity. Amasonia campestris. Methanol extract.

Introducéo

As plantas por milénios vém sendo usadas para cura de enfermidades, porém o0s
produtos extraidos de plantas compdem uma ampla quantidade de compostos organicos
naturais, produtos do metabolismo primario e secundario, que podem causar resultados
favoraveis ou prejudiciais sobre o organismo. Lembrando que dependendo das condigdes de
exposicdo, como a dose administrada ou absorvida, tempo e frequéncia de exposicdo e vias
pelas quais é administrada, toda substancia pode ser avaliada como tdxica.

A utilizacdo de espécies vegetais, com a finalidade de tratamento de doencas e
sintomas, remota ao momento em que o homem despertou para a consciéncia, e Comegou um
longo percurso de manuseio, adaptacdo e modificagdo dos recursos naturais para o seu proprio
beneficio™.

O Brasil com sua extensa biodiversidade, associada a uma diversidade étnica e cultural
que detém um valioso conhecimento associado ao uso de plantas medicinais, tendo o
potencial necessario para o desenvolvimento de pesquisas com resultados em tecnologias e
terapéuticas apropriadas. Entre as plantas de uso popular para auxilio de tratamento de
enfermidades como maléria e diabetes estd a Amasonia campestris, algumas plantas
associadas a esses tratamentos sdo consideradas toxicas, e apesar de seu uso por parte da
populacdo, ndo existe estudos toxicologicos que garantam sua administracdo segura. O uso
inadequado de plantas medicinais pode gerar graves problemas a saude, devido a presenca

nestes vegetais de constituintes toxicos ao organismo humano. Portanto, o delineamento desta
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pesquisa visar avaliar a toxicidade aguda do extrato de A. campestris garantindo a seguranca
de seu uso in natura, como droga vegetal ou como de futuro medicamento fitoterapico.

A. campestris € uma espécie frutifera, floresce e frutifica em todos os meses do ano,
esta espécie habita no dominio amazénico em locais sombreados e bordas de florestas, em
latossolos, e em ambientes savanoides; no cerrado, campo rupestre, e em areas de transicéo
entre caatinga e cerrado, proximo a cdrregos, sobre solos arenosos, pedregosos e areno-
pedregosos, sendo encontrada nos estados do Amapa, Pard, Maranhdo, Piaui, Ceard,
Pernambuco, Bahia e Goias e paises que fazem fronteiras com o Brasil como Venezuela,
Guianas e Suriname, perene, de até um metro de altura e usada popularmente como auxiliar
no tratamento da malaria e do Diabetes. Pertence a familia Lamiaceae, da qual 36 espécies ja
foram comprovadamente reconhecidas como detentora de atividade hipoglicemiante™®.

Estudos de avaliacdo toxicoldgica da espécie Amasonia campestris ndo sdo relatados
na literatura cientifica, o que torna necessaria a realizacdo desta pesquisa em funcdo do
difundido uso popular da espécie e do cumprimento de etapas para registro de um provavel
fitoterapico a base deste vegetal junto a Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria™. Assim os
testes farmacoldgicos e toxicoldgicos utilizando animais sdo considerados como etapa
imprescindivel da pesquisa de novos produtos destinados ao uso em humanos inclusive os
medicamentos fitoterapicos®.

Uma vez que a segurancga no uso de qualquer medicamento é condicdo sine qua non
para viabilizacdo de registro e comercializacdo. Esta pesquisa propds avaliar a toxicidade
aguda do extrato metandlico das raizes de Amasonia campestris (EMAC) em roedores para
assim contribuir para o conhecimento cientifico de espécies amazonicas, fazendo-se conhecer
melhor a rica biodiversidade alvo das atencdes de pesquisadores e empresas do Brasil e do

mundo.



35

Meétodo

Material botanico

As raizes de A campestris foram coletadas no bairro de fazendinha, municipio de
Macapa-AP. Uma exsicata foi preparada e depositada no HAMAB — Herbario Amapaense do
Instituto de Pesquisas Cientificas e Tecnologicas do Amapa (IEPA) com n® 015418.

Preparacéo do extrato bruto

O material vegetal foi seco em estufa de ar circulante a temperatura de 45°C e triturado
em moinho de faca. Em seguida, foi submetido a processo de maceracdo em metanol durante
10 dias. A solucdo extrativa foi filtrada a vacuo e concentrada em rotaevaporador (45 rpm) a
temperatura maxima de 60°C.

Logo apo6s a rotaevaporacdo do EMAC, realizou-se o célculo do rendimento geral do
extrato. Obtendo o Rendimento geral de 1,756%. Utilizando a seguinte formula:
Re=(Peb/Prt)x100. Sendo Re: o rendimento total do extrato (%); Peb: peso do extrato bruto
(9); Prt: peso das raizes trituradas.

Toxicidade aguda

O protocolo experimental utilizado foi baseado na Resolucdo n°® 90, de 16 de marco
de 2004 da ANVISA, esta resolucdo determina que a finalidade da toxicidade aguda € avaliar
os efeitos toxicos de uma substancia teste ap6s exposi¢cdo a uma dose Unica ou fracionada
administrada no periodo de 24 horas®. O projeto foi submetido ao comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal do Amapa (CEUA/UNIFAP) de acordo com o que
preconiza a Resolucdo de n° 196/96 do Conselho Nacional de Salde, aprovado e protocolado
com o numero 01/2015.

Os animais, ratos Wistar (Rattus norvegicus albinos) foram fornecidos pelo Biotério
do Laboratdrio Central de Satde Publica (LACEN), Macapa, Ap. Os animais em idade adulta,

para realizagdo do ensaio estavam em jejum de 12 horas, pesando de 200 a 250g. Ao longo do
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trabalho foram agrupados em gaiolas de polietileno (seis animais por gaiola) e mantidos sob
condicdes controladas de temperatura (25+°C), com livre acesso a comida e agua potavel
disponivel em garrafas graduadas de polietileno com bicos metalico. A racdo e agua sao
colocadas nas grades metalicas na parte superior da gaiola. Os animais mantidos em ciclos
claro/escuro de 12 horas.

Foi administrado por via oral, gavagem, uma dose de 2000mg/kg do EMAC para cada
um dos animais do grupo experimental, enquanto que o grupo controle recebeu apenas o
veiculo (NaCl 0,9% mais 0,5% twen 80) na mesma quantidade.

Apds a administracdo do EMAC e veiculo nos dois grupos, observou-se as possiveis
alteracdes de comportamento, obedecendo aos seguintes tempos: 0 minutos, 15 minutos, 30
minutos, 60 minutos, 120 minutos, 240 minutos e diariamente durante 14 dias seguidos.
Sendo avaliados os seguintes parametros no “Screening” hipocratico: atividade geral, frémito
vocal, irritabilidade, resposta ao toque, aperto de cauda, contorcdo trem posterior,
endireitamento e retirada (cauda), tonus muscular, forca de agarrar, ataxia, reflexo auricular,
reflexo corneal, tremores, convulsdes, estimulacGes, Straub, hipnose, anestesia, lacrimacao,
ptose palpebral, miccdo, defecacdo, piloerecdo, hipotermia, respiracdo, cianose, urina
vermelha e diarreia. Os parametros foram avaliados através de escalas analdgicas unipolares
variando de 0 a 4 (Anexo Il). A partir da 242 hora até 14 dias apds a administracdo da dose,
foi observado diariamente a variagdo de peso (g) dos animais, consumo de racdo (g) e agua
(mL).

Para anélise dos resultados do estudo de toxicidade aguda foi utilizado o programa
Graph Pad Prism 5.03 utilizando o “t”studant e a analise de variancia (ANOVA) e de uma
classificagdo seguida do pos-teste de Bonferroni. O nivel de significancia considerado foi de

95% (p<0,05) sendo os valores expressos em media + erro padrdo da média.
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Resultados

O EMAC (2000mg/kg) ndo induziu sinais de toxicidade como alteracGes
comportamentais ou morte nos animais experimentais durante os 14 dias de observacéo, apos
a administracéo aguda.

Desenvolvimento ponderal dos animais

A andlise da evolucdo ponderal dos animais tratados com EMAC (2000 mg/kg) foi
avaliada comparando-se o ganho de peso diario destes com dos animais do grupo controle
(que receberam apenas o veiculo). Pode-se evidenciar que EMAC ndo promoveu alteracdo
significativa no ganho de peso do grupo teste em relacdo aos animais do grupo controle

conforme Figura 1.

Evolucé&o ponderal

5001
= controle

I EMAC

Peso (g)

Dias

Figura 1- Efeito de EMAC (2000 mg/kg, v.0) sobre a evolucdo ponderal de ratos machos
(n=6), em quatorze dias de observacdo, quando comparados com o grupo controle (n=6). Os
resultados foram expressos como a média + e.p.m. O teste utilizado para comparacao entre
médias foi 0 “t”” student.

Consumo de ragao

Conforme a Figura 2a. A dose de 2000 mg/kg do EMAC néo foi capaz de induzir
diferencas estatisticamente significativas (p > 0,05) quanto ao consumo de racdo entre

animais dos grupos testes e controles (que receberam apenas o veiculo).

Consumo de agua
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A ingesta hidrica pelos animais que receberam o EMAC (2000 mg/kg) também ndo foi
diferente estatisticamente (p>0,05) daquela do grupo controle (veiculo), conforme

demonstrado na Figura 2b.
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Figura 2- a) Efeito de EMAC (2000 mg/kg, v.0) sobre a média do consumo de racdo por
ratos (n=6), em quatorze dias de observacdo, quando comparados com o grupo controle (n=6-
6). Os resultados foram expressos como a média + e.p.m. b) Efeito de EMAC (2000 mg/kg,
v.0) sobre a consumo de agua de ratos (n=6), quando comparados com o grupo controle
(n=6). Os resultados foram expressos como a média + e.p.m.

Exame macroscépico e massa relativa (%) dos 6rgaos

No exame macroscopico de orgaos vitais (pulmdes, figado, coracdo e rins) dos animais
tratados com EMAC (2000 mg/kg), ndo evidenciou-se alteragbes na estrutura, rigidez ou
coloracdo das superficies de tais 6rgaos quando comparados ao grupo controle, tratado apenas
com o veiculo. Porém, o extrato reduziu de forma estatisticamente significativa a massa

relativa (%) dos rins (**p=0,0135) do grupo teste em relacdo ao grupo controle. Nenhuma

alteracdo significativa foi evidenciada na massa relativa de coracdo, pulméo e figado.
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Figura 3. Efeito de EMAC (2000 mg/kg, v.0) sobre a massa relativa (%) do coragéo, pulméo,
figado e rins de ratos (n=6). Os resultados foram expressos como a média + e.p.m., sendo
estas comparadas com as do grupo controle (n=6) utilizando o “t” Student.

Analise do perfil hematoldgico

A Tabela 1 nos mostra o resultado do hemograma realizado nos 12 ratos dos grupos
controle e teste, apds 14 dias da administracdo via oral do EMAC na dose de 2000 mg/kg.

Como pode ser observado na tabela abaixo os parametros hematol6égicos dos animais

tratados com o extrato ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas quando

comparados com o0s do grupo que recebeu apenas o veiculo (controle).
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Tabela 1-Efeito da administracdo aguda de EMAC sob o perfil hematoldgico dos ratos
quatorze dias apds a exposicdo, em comparacdo ao grupo controle que recebeu apenas o

veiculo (médiatepm), (“t "deStudent).

Parametros Controle EHVG Valor de “p”
Hematoldgicos (29/kg)

Heméacias 4.45 +0.05 4.62+0.28 0,3500
HT (%) 4050+050 | 42.50 +2.59 0,3179
HB (g/dL) 13,48+0,33 14,52+0,46 0,0961
GRANS 64.50 + 0.50 63.75 £ 4.32 0,4568
CHCM 34.50 £ 0.50 34.50 £ 0.50 0,5000
PLT (hL) 7455+ 2255 | 467.3+94.73 0,1165
LEUC. 6.45 +0.05 6.37 £0.43 0,4568
EOS (%) 64.50 + 0.50 63.75 + 4.33 0,4568
SEGM (%) 2.637+1.0 2.474+0.58 0,4433
LINF (%) 3.685+1.0 3.774+ 0.57 0,4689

Analise do perfil bioquimico

Conforme a tabela 2 a média dos valores bioquimicos sanguineos absolutos dos ratos

que receberam o EMAC na dose de 2000 m/kg (dose Unica, v.0) e 0 grupo controle que

recebeu apenas o veiculo. Os resultados obtidos demonstram que o EMAC néo foi capaz de

promover alteracBes com significancia estatistica para todos parametros analisados.
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Tabela 2-Efeito da administracdo aguda de EMAC sob o perfil bioquimico de ratos, quatorze
dias apds a exposicdo, em comparagdo ao grupo controle que recebeu apenas o veiculo
(médiatepm, (“t "deStudent).

Discussao

Parametros Controle EHVG Valor de “p”
Bioquimicos (2mg/kg)
Glicose (mg/dL) 1116 +9.2 116.5+13.8 0,3845
Colesterol (mg/dL) 58.6 +5.1 50.7 + 6.4 0,1823
Triglicerideos 89.8+4.1 85.7+7.7 0,3193
(mg/dL)
Creatinina 0.44 £0.02 0.42+£0.11 0,4432
(mg/dL)
Acido Grico 26+04 29+07 0,3548
(mg/dL)
Proteinas totais 6.7+0.24 7.4+052 0,1082
(9/dL)
Fosfatase alcalina 75.00 £13.62 | 39.95+19.73 0,0874
(UI/L)
Bilirrubina total 1.16+£0.37 1.42 £ 0.69 0,3653
(mg/dL)
Bilirrubina 0.62 +0.37 0.20 £ 0.04 0,1779
indireta (mg/dL)
Bilirrubina direta 0.54+£0.21 1.22 £0.65 0,1540
(mg/dL)
G-GT (UN) 6.4 +1.36 85%222 0,2132
Transaminase 45.0+11.2 275+£6.6 0,1258
sodio 142.0 £0.89 1425+1.19 0,3707
Potéssio 5.74 £0.61 5.67 £ 0.67 0,4729

Existe uma variedade de plantas que sdo usadas para o tratamento do diabetes que em
estudos tem apresentado um determinado grau de toxicidade. Ha4 muitos efeitos toxicos das
plantas, os quais podem resultar em hipoglicemia, tais como hepatotoxicidade e bloqueio 3-

adrenérgico®.
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Algumas plantas associadas ao tratamento do diabetes e da malaria sdo consideradas
toxicas. Portanto, apesar de seu uso, por parte da populacdo, ndo existe estudos toxicologicos
que garantam sua administracdo segura, lembrando que toda substancia pode ser considerada
um agente toxico, dependendo das condicdes de exposi¢do, como a dose administrada ou
absorvida, tempo e frequéncia de exposicéo e vias pelas quais é administrada™.

Em estudo de toxicidade aguda os animais sao tratados uma unica vez com o produto
em teste ou, eventualmente, com doses parceladas em periodos néo superior a 24 horas™. A
avaliacdo dos resultados imediatamente apds esse periodo, permite conhecer a espécie mais
sensivel e o indice de letalidade; a forma de morte produzida pelo excesso do produto em
teste e os drgdos alvo; as alteracbes comportamentais e 0s sinais que precedem a morte; as
alteracdes hematologica, da bioquimica plasmatica e urinaria, esses resultados mais o exame
histopatolégico indica as lesdes dos Orgdos afetados, e a manutencdo de alguns animais
tratados agudamente por 7 e 14 dias , consistiu em verificar os efeitos tardios do tratamento e
se a recuperacdo da acdo tdxica ocorre durante esse periodo de observacdo dos animais
sobreviventes. O teste agudo é obrigatorio para todos os tipos de materiais em teste,
independentemente do tempo de uso proposto para espécie humana, pois evidencia o risco de
intoxicagBes agudas, inadvertidas ou ndo, e a forma de preveni-las, além de oferecer suporte a
escolha das doses para os demais testes de toxicidade?.

Em um ensaio de toxicidade pré-clinica aguda os animais sdo tratados com dose Unica
do produto em teste ou, eventualmente, com doses repetidas em periodo ndo superior a 24
horas™®. No caso deste estudo, fez-se a utilizacéo da dose Ginica com 0 EMAC de 2000 mg/kg
em ratos Wistar.

O estudo toxicologico pré-clinico agudo de uma droga é de fundamental importancia,

pois caracteriza os efeitos toxicos produzidos a partir de sua administracdo, em uma
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determinada concentracdo, capaz de provocar danos em 6rgdos de metabolizacdo em animais
de experimentacao.

EMAC ndo promoveu morte nos animais testados, nem sinais visiveis de toxicidade,
com alteracBes comportamentais, consumo de agua e racdo, coordenacdo motora, influencia
no SNC (como tremores, convulsdes, straub, hipnose, anestesia) ou no Sistema Nervoso
Autbénomo (como lacrimacéo, respiracdo, cianose, ptose, salivacdo, miccdo, piloerecéo,
hiportemia)™*.

Esses dados mostram que o extrato apresenta indicios de seguranca na utilizacdo, sendo
portanto bem tolerado, pois indicam baixa toxidade pelo uso da substéancia testada, uma vez
gue ndo foram registrados sinais de toxidade geral, como a perda de peso e dbitos durante
todo o periodo experimental, sugerindo o ndo envolvimento do SNC e SNA™. Durante os 14
dias também ndo foram observados sintomas de toxicidade sistémica como: reducdo nos
consumos de agua e racdo, alteracdes de comportamento, apatia e ma condicdo da pelagem,
como a presenca de pelos arrepiados®.

Em relacdo a analise macroscopica e peso dos 6rgdos vitais (coracdo, pulmdes, figado e
rins) o EMAC néo se mostrou cardiotdxico, hepatotdxico ou toxico para os pulmdes, porém
causou uma diminuicdo estatisticamente significativa na massa relativa (%) dos rins destes
animais. Tal alteracdo pode estar associada a sinais de nefrotoxicidade®®. Porém, modificactes
bioquimicas, que fizessem correlagdo com a diminuicdo relativa do 6rgdo, ndo foram
evidenciadas. A utilizagdo de creatinina endogena “clearenc test” ¢ o mais especifico e
sensivel teste para avaliar a funcdo renal, pois, ao contrario da ureia, seu nivel ndo é afetado
pela dieta, idade e sexo e geralmente se encontra aumentados na insuficiéncia renal. Niveis
plasmaticos reduzidos de ureia e acido uUrico fornecem indicios de uma melhora da fungéo
renal, sugerindo o seu uso no tratamento da insuficiéncia renal aguda ou, ainda, pode indicar

uma diminuicdo do catabolismo proteico'’. No entanto, a elevacdo nos niveis plasmaticos de
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ureia e creatinina fornece indicios de sobrecarga renal, insuficiéncia renal aguda ou, ainda, de
aumento no catabolismo proteico™.

Quanto ao estudo hematologico, todos os exames estdo dentro dos parametros de
referéncia para normalidade. A analise dos parametros sanguineos € relevante para avaliar 0s
riscos apresentados ao organismo pela utilizagdo da substancia. As mudancas nestes
parametros demostram alto valor preditivo para a toxidade humana, quando os dados séo
convertidos a partir de estudos com animais'®. Portanto, a Amasonia campestris pode ser
considerada uma planta com baixa toxicidade, mas ha a necessidade de teste de toxicidade

crbnica para avaliar melhor sua segurancga para 0 consumo.

Concluséao

N&o ocorréncia de mortes e modificagdes comportamentais, bem como auséncia de

alteracdes no consumo de racdo e agua;

e A falta de alteracGes com significancia estatistica para os parametros bioquimicos e
hematoldgicos avaliados;

e Aspectos macroscopicos e massa relativa dos 6rgdos dentro da normalidade, a excecao

de uma pequena alteracao renal;

¢ O conjunto de dados obtidos sugere que 0 EMAC apresenta baixa toxicidade aguda.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

O extrato metandlico das raizes da Amasonia campestris no teste oral de tolerancia a
glicose apresentou uma satisfatéria reducdo da glicemia no tempo 90 minutos. Dado que
levou a uma investigacdo com ratos diabéticos induzidos por Aloxano, onde os resultados nas
primeiras 6 horas de tratamento com a dose 400mg/kg de extrato e no 4° dia de tratamento
também foram obtidos resultados satisfatorios. Durante os 6 dias de tratamento os animais
que utilizaram o extrato e glibenclamida tiveram ganho ponderal e manutencéo do peso. Ao
final do tratamento os indices de colesterol do grupo com dose 400mg/kg estavam baixos.
Portanto 0 extrato metanolico das raizes da Amasonia campestris possui efeito
hipoglicemiante. Mas necessita de estudos mais complexos acerca de seu mecanismo de agéo,
e toxicidade.

Os estudos com plantas medicinais tém se tornado cada vez mais importante, pois no
decorrer dos anos tem sido descoberta principios ativos com atividades farmacoldgicas que
apresentam acdo melhor que dos medicamentos sintéticos, e que ja eram usadas para esse fim
a varios anos. O tratamento do Diabetes Mellitus so iniciou a partir de 1921 com a insulina
por Benting e Best. Hoje além do tratamento da insulina temos om hipoglicemiantes orais
sintéticos padronizados para o tratamento, e as plantas medicinais sendo utilizadas como
terapia complementar, onde uma variedade de plantas vem apresentando atividade
farmacoldgica igual ou melhor que os medicamentos padronizados. Dentre esta variedade de
plantas encontramos a Amasonia campstris sendo utilizada com indicagcdo popular para
tratamento do Diabetes, mas que ndo havia nenhum estudo que comprovasse sua agdo
farmacoldgica ou toxica. Este estudo
E o primeiro de muitos que devem vir para respaldar o efeito hipoglicemiante desta planta,
seu mecanismo de acdo e sua seguranca de uso através de testes toxicoldgicos mais

completos.
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CERTIFICADO

A Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Amapvé
APROVOU, na reunido de 25 de fevereiro de 2015, o parecer referente ao
protocolo no. 001/2015 e certifica que o Projeto de Pesquisa intitulado
“Avaliagﬁo da atividade hipoglicemiante do extrato metandlico das
raizes Amasonia campestris’ coordenado por Benedito de Souza
Guimaraes Junior, estd de acordo com os principios de ética e bem estar
animal.

CERTIFICATE

The Ethics Committee on Animal Use of the Amapd Federal University
APPROVED at the meeting of 25 February 2015, the final decision about the
Protocol 001/2015 and certify that the research project entitled "Avaliagdo
da atividade hipoglicemiante do extrato metanélico das raizes

Amasonia campestris " coordinated by Benedito de Souza Guimardes

Juanior, is in accordance with the principles of ethics and animal welfare.

Macapa, 05 de margo de 2015

Prof. . Tit. J@sé Carlos Tavares Carvglho

* Presidente CEUA-UNIFAP
Port, No. 1733/2014

Universidade Federal do Amapa

Pro-Reitoria de Pesquisa e Pés- Graduagdo

Comité de Etica no Uso de Animais — CEUA — UNIFAP

Rod. Juscelino Juscelino Kubitscheck, km 02 — Campus Marco Zero,
Macapa - AP, 68903-419 email: farmacos@unifap.br

Fone (96)4009-2907
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ANEXO 2
TOXICIDADE AGUDA — TABULACAO DOS DADOS

Quantificago dos efeitos: (0) sem, (-) diminuido, (+) presente, (++) intenso
Tempo: 15° 30° 1h 2h 4h

Atividade farmac.
Tempo: 15° 30° 1h 2h 4h
Fémeas

Machos
314|5|611]|2|3(|4]5

DOSE
CAIXA Machos Fémeas
N°deanimais (1|2 (3 (4|5|6{1|2|3|4|(5|6/1|2
Peso
Atividade geral
Frémito vocal
Irritabilidade
Resposta ao toque
Aperto de cauda
Contorgio
Trem posterior
Endireitamento
Tonus corporal
Forga de agarrar
Ataxia
Reflexo auricular
Reflexo comeal
Tremores
Convulisdes
Estimulagdes
Straub ‘

Hipnose
Anestesia

Lacrimagio

Ptoses
Micgdo

Defegio

Piloere¢do
Hipotermia

Respirac¢io
i

Cianose
N° de mortos ‘
Data:

Via:

Investigador:

Tempo de observagio: Amostra:



