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ESTUDO DA TOXICIDADE DE GARRAFADA DE USO POPULAR

Resumo: O uso popular de plantas medicinais sédo praticas comuns e entre elas esta
a garrafada, produto a base de mudltiplas plantas, que promete curar varias doencas.
Muitos estudos com animais mostram alteracdes em enzimas hepaticas, renais e
nos parametros hematoldgicos ap6s administracdo de extratos vegetais. O objetivo
deste estudo foi verificar a correlacdo entre o uso de mdultiplas plantas medicinais
com as alteracdes hepaticas, renais e hematoldgicas encontradas em um paciente
que fez uso de garrafada, composta por equinacea, graviola, ipé roxo, sucupira e
unha de gato. A garrafada possui 4,32 mg.mL™" de &lcool. Foram realizados testes
farmacognosticos e UV/Varredura, mostrando algumas classes de metabdlitos
secundéarios nas espécies vegetais e na garrafada. Foi realizado bioensaio com
Artemia salina, e a garrafada teve mortalidade até a concentracédo de 0,1 mg.mL™.
Efeitos citotoxicos em eritrécitos revelaram atividade hemolitica para equinacea,
graviola, ipé roxo e sucupira. O teste com Escherichia coli mostrou sensibilidade
para graviola, ipé roxo, sucupira e unha de gato. No experimento in vivo utilizando
ratos Wistar foram realizados dois tratamentos, dose Unica e 30 dias, administrando
agua, alcool e garrafada por gavagem. Foram avaliados parametros bioquimicos, de
coagulacéo, hematoldgicos e histopatolégicos. No tratamento com dose Unica foram
encontradas alteracfes de acido Urico, colesterol, creatinina, fosfatase alcalina, ferro
e glicose (p<0,05). Ja no tratamento de 30 dias foram encontradas alteracfes de
acido dUrico, bilirubinas total e indireta, creatinina, fosfatase alcalina, glicose,
triglicerideos, hemacias e leucdcitos (p<0,05), além de dilatagdo sinusoidal hepética.
Os dados mostraram que o alcool presente na garrafada pode alterar parametros
bioquimicos, hematoldgicos e causar danos ao figado de ratos. A garrafada, apesar
de ndo mostrar alteracdes em parametros bioguimicos e hematoldgicos importantes,
teve alteracdes histopatologicas hepéticas mais pronunciadas.

Palavras-chave: Plantas medicinais, Artemia salina, parametros bioguimicos,
coagulacéo e hematoldgicos.



TOXICITY STUDY OF BOTTLE POPULAR USE

Abstract: The popular use of medicinal plants are common practices and among
them is a bottle, a multiple plant base product, which promises to cure various
diseases. Many animal studies show in hepatic, renal enzymes and our
hematological parameters after administration of plant extracts. The objective of this
study was to verify a correlation between the use of multiple medicinal plants with
hepatic, renal and hematological found in a patient that made use of bottle,
composed of echinacea, graviola, ipé purple, sucupira and cat's claw. The bottle has
4.32 mg.mL* of alcohol. Pharmacological and UV/Scan tests were performed,
showing some classes of secondary metabolites in plant and bottle species. A
bioassay was performed with Artemia salina, and a bottle had mortality up to a
concentration of 0.1 mg.mL™. Cytotoxic effects on erythrocytes revealed hemolytic
activity for echinacea, graviola, purple ipe and sucupira. The Escherichia coli test
showed sensitivity to graviola, purple ipe, sucupira and cat's claw. In vivo experiment
using mice. Two treatments were performed, single dose and 30 days, administering
water, alcohol and bottle by gavage. Biochemical, coagulation, hematological and
histopathological parameters were evaluated. In the single dose treatment were
alterations of uric acid, cholesterol, creatinine, alkaline phosphatase, iron and
glucose (p<0.05). Already in the treatment of 30 days were alterations of uric acid,
total and indirect bilirubins, creatinine, alkaline phosphatase, glucose, triglycerides,
red blood cells and leukocytes (p<0.05), beyond hepatic sinusoidal dilatation. The
data showed that the alcohol present in the bottle can alter biochemical,
hematological parameters and cause liver damage in rats. The bottle, although not
showing alterations in important biochemical and hematological parameters, but had
more pronounced hepatic histopathological alterations.

Key-words: Medicinal plants, Artemia salina, biochemical parameters, coagulation
and haematological.
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3. INTRODUCAO

A cultura popular do uso de plantas medicinais em preparagdes como
garrafadas séo praticas comuns e sao transmitidas ao longo das geracoes.

A garrafada é uma formulagdo medicinal popular preparada com
componentes de origem vegetal, mineral, animal, especiarias, alcool utilizado como
veiculo e ainda complementada com elementos de cunho religioso. Sado produtos
vendidos em feiras livres, pastorais de saude, sem qualquer tipo de registro ou
controle de qualidade e que prometem curar varios tipos de doencas.

No entanto, a combinacao de diversas plantas medicinais, a interagdo entre
elas e a falta de informagbes sobre as mesmas favorecem o aparecimento de um
agravo a saude. Muitas plantas sdo toxicas e podem causar problemas graves,
como reacOes alérgicas, disfuncbes gastrintestinais, neuroldgicas, hepaticas,
hematoldgicas e renais, podendo até mesmo levar a morte.

Diversos estudos demonstram que a administracdo de infusdes de extratos
vegetais em experimentos laboratoriais com animais, tanto em exposi¢cfes aguda
como crbnica, causam alteracbes em parametros bioquimicos, principalmente nas
enzimas hepéticas, em marcadores renais e também nos parametros hematolégicos.

Na medicina popular, sdo usados muitos extratos de plantas para o
tratamento e profilaxia de diversos tipos de doencas, entre elas a equinacea
(Echinacea purpurea), a graviola (Annona muricata), o ipé roxo (Tabebuia
avellanedae), a sucupira (Pterodon emarginatus) e a unha de gato (Uncaria
tomentosa), que sdo plantas comumente encontradas em garrafadas de uso
popular.

A escassez de estudos sobre a toxicidade dessas espécies vegetais e as
alteracdes fisiologicas causadas no organismo humano justificam a necessidade
desta pesquisa.

Este trabalho tem como objetivo verificar a correlacao entre o uso de multiplas
plantas medicinais com as alteracbes hepéticas, hematolégicas e renais
encontradas em um paciente que fez uso de garrafada.

Os resultados deste trabalho poderdo consolidar melhor a hipotese de que
produtos a base de multiplas plantas, como a garrafada, podem colocar em risco a

saude das pessoas por causarem alteracdes fisiologicas importantes.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral:
a) Verificar a correlagdo entre o uso de plantas medicinais com alteragdes

fisiolégicas importantes.

4.2 Objetivos especificos:

a) Verificar a correlacdo entre plantas medicinais e alteragBes hepatica,
renal e hematolédgica apresentadas em um paciente durante o uso de garrafada.

b) Verificar quais os possiveis mecanismos de toxicidade apresentados

pelos diferentes tipos de plantas encontradas na garrafada.

5. FUNDAMENTACAO TEORICA

5.1 Equinéacea

A Echinacea purpurea (L.) Moench, Figura 1, é utilizada popularmente no
tratamento de resfriado, bronquite, gripe, infecgbes do trato urinario, inflamacédo da
boca, faringite, infeccdes, ferimentos e queimaduras. Os estudos quimico-
farmacolégicos com a planta levaram ao estabelecimento cientifico de suas
propriedades como imunoestimulante, anti-inflamatoria, protetor do colageno,
antimicrobiana e antiviral, o que justifica o seu uso. Possui como principios ativos
alcamidas, glicoproteinas, acido cafeico, echinosideos, polissacarideos, 6leo
essencial, acidos graxos, proteinas, taninos, vitaminas A, C e E (LORENZI & DE
ABREU MATOS, 2008) e flavonéides (KURKIN et al., 2011).

Figura 1. Foto da espécie vegetal E.
purpurea.Fonte:http://www.benary.com/en/pr
oduct/L7431
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Uma série de experimentos demonstraram que os extratos de E. purpurea
possuem atividades imunomoduladoras. Entre as muitas propriedades
farmacoldgicas relatadas, a ativacdo de macrofagos tem sido vista de forma mais
convincente. indices fagocitéticos e as concentracdes de citocinas derivadas de
macréfagos demonstraram ser sensiveis a esta planta em muitos ensaios. A
ativacdo de leucdcitos polimorfonucleares e células natural killer também tem sido
verificada. As alteracdes nos numeros e nas atividades dos leucdcitos das células T
e B também foram reportadas. Apesar desta evidéncia celular de imunoestimulacgéo,
0S mecanismos que levam a uma maior resisténcia a doengas infecciosas nao foram
descritos adequadamente (BARRETT, 2003).

Em relacdo a toxicidade aguda da equinacea em humanos, foram relatadas
reacoes alérgicas raras com administracdo parenteral, porém, o mesmo nao se
observou pela via oral (PARNHAM, 1996). Os sintomas identificados apos
administragao parenteral incluem calafrios, febre e fragueza muscular. Um gosto
desagradavel e breve formigamento ou entorpecimento da lingua é frequentemente
relatado apds administracdo oral (MILLER, 1998), sendo as isobutilamidas
encontradas em altas concentragdes nas raizes da equinacea as responsaveis por
esse efeito dormente (BAUER et al., 1988).

Estudos in vitro mostraram diminuicdo da motilidade espermatica frente a
altas concentracbes de equinacea (ONDRIZEK et al., 1999), estimulacdo da
atividade proliferativa e angiogénica do sangue, com producdo de leucécitos
mononucleares, estimulacdo da atividade de granulécitos e aumento da relagdo de
marcadores dos linfécitos CD4/CD8, mostrando seu efeito na hematopoese
(SKOPINSKA-ROZEWSKA et al., 2003).

A hepatoxocidade de equindcea é devida a presenca de alcaloides
pirrolizidinicos na planta e inibicdo do citocromo CYP3A4 in vitro (MILLER, 1998;
SCHR@UDER-AASEN, 2012).

Ja o efeito in vivo de extrato de raizes de E. purpurea sobre a atividade do
citocromo P450 foi avaliado em individuos saudaveis com o uso de drogas
dependentes de CYP como cafeina (CYP1A2), tolbutamida (CYP2C9),
dextrometorfano (CYP2D6) e midazolam (CYP3A hepético e intestinal). Essas
drogas foram administradas antes e apdés um curto periodo de tratamento com

equinacea (400 mg, 4 vezes ao dia por 8 dias). A administracdo de equinacea
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reduziu a depuragdo oral de cafeina e aumentou o clearance sistémico de
midazolam, sendo que a disponibilidade hepética diminuiu e a intestinal aumentou. A
equinacea reduziu a depuracdo oral dos substratos de CYP1A2 e modula
seletivamente a atividade catalitica de CYP3A em sitios hepaticos e intestinais.
Atencdo deve ser dada quando a equindcea € co-administrada com drogas
dependentes de CYP3A ou CYP1A2 para a sua eliminacdo (GORSKI et al., 2004).

A equinacea, por alterar a atividade de CYP, ndo deve ser utilizada com
outros agentes toxicos ao figado, pois aumenta os efeitos de outras drogas, como 0s
esterdides, amiodarona, metotrexato, cetoconazol e halotano (LEAK, 2000).

Embora o mecanismo molecular pelo qual a equinacea aumenta a atividade
de CYP3A seja desconhecido, € possivel que um ou mais componentes de
equinacea sejam ligantes para o Receptor Pregnano X (PXR) (GORSKI et al., 2004).
Portanto, a expressao de outras enzimas e transportadores que séo regulados pelo
PXR, tais como uridina difosfato-glucuronosiltranferases (MACKENZIE et al., 2003),
sulfotransferases (SONODA et al., 2002) e P-glicoproteina (ABCB1) (GEIK et al.,
2001), também pode exibir atividade aumentada ap6s administracéo de equinacea.

Receptores nucleares como o PXR estdao relacionados a processos
bioldgicos, e ligantes sintéticos ou naturais possuem a capacidade de ativa-los ou
inibi-los. O PXR exerce funcdo crucial na homeostase de metabolizagdo e
eliminacdo de endobidticos e xenobidticos por meio da regulacdo de enzimas do
citocromo P450, especialmente a CYP3A4. A utilizacdo concomitante de farmacos
com determinados tipos de fitoterapicos, que apresentem agonismo ou antagonismo
com receptores nucleares, pode interferir na terapéutica (SANTOS, 2012).

Contrariamente, em estudos de investigacao de toxicidade laboratorial com
amostras de sangue, urina e 6rgdos de camundongos e ratos tratados diariamente
com produtos de E. purpurea na concentracdo de 8 g.Kg™ de peso corporal, tanto via
oral ou intravenosa, ndo conseguiram causar efeitos adversos mensuraveis em
leucdcitos, hemécias, plaquetas, enzimas hepdaticas, creatinina, ureia, colesterol,
triglicerideos, glicose e no peso dos ratos. Testes de mutagenicidade e de
carcinogenicidade em embrides de camundongos também mostraram resultados
negativos (MENGS et al., 2000).

Além de outros trabalhos demonstrarem efeitos anti-inflamatoérios na

toxicidade hepatica induzida por arsénico (HEIDARI et al., 2012) e também efeitos
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protetores hepaticos e renais das partes aéreas do extrato de E. purpurea sobre

lesGes induzidas pela dietilnitrosamina em ratos (REZAIE et al., 2013).

5.2 Graviola

A Annona muricata L., Figura 2, possui diversas utilizacbes populares e esta
relacionada com cada parte da planta. As folhas cozidas sdo usadas como
antidiarreica, contra espasmos, como emagrecedor e contra o cancer. As sementes
sdo consideradas adstringentes e eméticas, enquanto as cascas tém acado
antidiabética e espasmolitica. A eficacia e a seguranca das preparacdes populares
com A. muricata ndo foram ainda comprovadas cientificamente, apesar das folhas,
ao contrario da fruta, serem consideradas potencialmente toxicas para o homem
(LORENZI & DE ABREU MATOS, 2008).

A composicao fitoquimica das folhas mostrou 6leo essencial rico em beta-
cariofileno, gama-cadineno e alfa-elemeno. Ja o fruto apresenta aclcares, taninos,
acido ascorbico, pectinas e vitaminas A, C e do complexo B, enquanto que nas
folhas, casca e raiz foram identificados alcaloides como a reticulina, coreximina,
coclarina e anomurina. Nas sementes, foram identificados o ciclopeptidio
anomuricatina A e varias acetogeninas, que também sdo encontradas nas folhas,
casca e raizes desta planta. As acetogeninas sdo compostos naturais muito ativos
como antitumoral e inseticida, sendo a mais ativa delas a anonacina (LORENZI &
DE ABREU MATOS, 2008). Acidos fendlicos, flavonoides, glicosideos e saponinas

também foram relatados (REIS, 2011; LARBIE et al., 2011).
A ! . ~y
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Figura 2. Foto da espécie vegetal A.
muricata. Fonte:http://kupsicaj.cz/exoticke-
ovoce/484-anona-ostnita  graviola-annona-
muricata-semena-gravioly-5-ks.html

19



Seus compostos bioativos mostraram atividades imunossupressora (KIM et
al., 1998), pesticida (ABDULLAH & SINA, 2003), antifingica, antiviral, antitumoral,
inibicdo enzimatica (WU et al., 2007), antioxidante (BASKAR et al., 2007),
antibacteriana, antiparasitaria, antiespasmodica, citotoxica, hipotensiva e
vasodilatadora (BARATA et al., 2013).

O extrato etanodlico do caule de A. muricata possui capacidade para inibir o
efeito citopatico do HSV-1 (Herpes simplex virus-1) em células de rim de macaco
(PADMA et al., 1998). O extrato de acetato de etila do pericarpo da A. muricata
revelou atividade anti-leishmania (JARAMILLO et al., 2000). O extrato etandlico das
folnas mostrou-se toxico para larvas do mosquito Aedes aegypti e efetiva nos
bioensaios com larvas de A. salina (LUNA et al., 2006), além de apresentar atividade
moluscicida significativa contra o caramujo Biomphalaria glabrata (BARATA et al.,
2013).

A lectina, uma glicoproteina isolada das sementes da A. muricata, é capaz de
aglutinar eritrécitos humanos e inibir o crescimento de alguns fungos (DAMICO et al.,
2003).

Um estudo que analisa a atividade antimicrobiana e sinérgica do extrato
hidroalcoolico das folhas de A. muricata mostrou a presenca de varios metabdlitos,
principalmente taninos, flavonas e flavondides, todas substancias relacionadas a
atividade antimicrobiana e modulatoria. O extrato, quando combinado com
aminoglicosideos, aumentou a atividade de antibiéticos frente as bactérias testadas
(BENTO et al., 2013).

As acetogeninas presentes na A. muricata possuem atividade antioxidante
(BASKAR et al., 2007), além de serem descritas como citotoxicas para varias
linhagens de células tumorigénicas humanas e estdo sob dominio de patentes
(BARATA et al., 2013).

Numerosas investigacdes tém fundamentado as atividades desta planta,
incluindo anticancerigenas, anticonvulsivantes, anti-artriticas, antiparasitarias,
antipaltdicas, hepatoprotetoras e antidiabéticas as acetogeninas
(MOGHADAMTOUSI et al., 2015).

Ha relato cientifico de que, em locais onde ha alta frequéncia de
parkinsonismo levodopa-resistente, existe relagdo com o consumo de frutas e

infusbes de plantas tropicais, especialmente a graviola. Estudo com o extrato total
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de alcaloides da raiz de A. muricata em cultura de neurdnios dopaminérgicos do
mesencéfalo mostrou efeitos a populacdo de células dopaminérgicas e também em
neurénios GABAeérgicos. Nucleos de neurbnios morreram, com condensacdo do
DNA ou fragmentagéo, sugerindo que a morte neuronal ocorreu por apoptose. Esse
estudo sugere gque os alcaloides de A. muricata sdo capazes de modular a funcéo e
a sobrevivéncia de células nervosas dopaminérgicas in vitro (LANNUZEL et al.,
2002). Estudo posterior demonstrou que a anonacina promove a morte de neurdnios
dopaminérgicos, por diminuicdo da producéo de energia (LANNUZEL et al., 2003).

A anonacina, uma acetogenina contida na A. muricata, € um inibidor lipofilico
do complexo | da cadeia respiratdria mitocondrial. Em estudos realizados em
camundongos, essa acetogenina também provocou lesdes cerebrais similares as
lesBes presentes em pacientes com o Mal de Parkinson atipico. Isso pode suportar a
teoria de que acetogeninas de anonaceos podem implicar na etiologia do Mal de
Parkinson atipico e suportar a hipétese de que algumas formas desta doenca podem
ser induzidas por toxinas ambientais. Como indicacdo do potencial de toxicidade, um
adulto que consuma uma fruta de graviola por dia, em um ano ingere uma
quantidade de anonacina equivalente a que foi capaz de induzir lesdes cerebrais em
camundongos que receberam esta substancia por via intravenosa (CHAMPY et al.,
2005).

A A. muricata também produz amino acglcares, que inclui neste grupo o
alcaloide neurotéxico swainsonina. Este é um inibidor potente da manosidase que
provoca neurotoxicidade através da inibicdo lisossomal da alfa manosidase acida. A
dose tbxica para seres humanos e 0s sintomas ainda ndo sdo conhecidos, mas
podem estar envolvidos em disturbios neuroldgicos associados com o consumo da
planta (MOHANTY et al., 2008).

Estudo para avaliar a toxicidade aguda e subcronica do extrato aquoso das
folhas de A. muricata em animais mostrou valor de toxicidade DL50 inferior a 5 g.kg™
de peso corporal. O extrato reduziu os niveis de glicose plasmatica e lipoproteina de
baixa densidade (LDL-colesterol) e aumentou os niveis de lipoproteina de alta
densidade (HDL-colesterol) em ratos machos e fémeas. Parametros hematolégicos,
albumina, ALT, AST, fosfatase alcalina e ureia ndo foram afetados. J& os niveis de
creatinina aumentaram significatvamente no tratamento com dose elevada, 2500

mg.kg™, de extrato aquoso de A. muricata. O nivel de glicose plasmatica e os efeitos
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positivos do extrato nos fatores de risco cardiovascular foram indicadores de que o
extrato poderia ter boa atividade antidiabética (LARBIE et al., 2011).

O efeito desse extrato aquoso das folhas de A. muricata nos ratos mostrou
potencial para causar danos a célula renal e diminuicdo de sua funcdo em casos de
exposicdo prolongada. Os efeitos incluem aumento da concentracdo da creatinina
sérica, especialmente pelo mecanismo de infiltragdo renal, sendo que os danos nas
células tubulares séao proporcionais ao aumento das doses empregadas (LARBIE et
al.,, 2011) e lesdo grave das células tubulares renais demostrada por estudos
histolégicos levando a insuficiéncia renal (DAYEEF et al., 2013).

O infiltrado inflamatério tubulo-intersticial renal ocorre pela infiltracdo de
células mononucleares, que € o0 evento precoce e esta associado a queda de
filtracdo glomerular. Os linfocitos e os mondécitos predominam no infiltrado intersticial.
Linfocitos T CD4+ associam-se a diminuicdo da funcéo renal (RIYUZO & SOARES,
2002).

Em outro experimento com camundongos, verificou-se o efeito téxico do cha
das folhas de graviola, administrado por via oral, sobre parametros hematolégicos,
urinérios e histopatolégicos. No hemograma, constatou-se um grande aumento na
percentagem de linfocitos nos animais. Nos camundongos, os resultados ainda
revelaram uma diminuicdo significativa dos niveis séricos de proteinas, diminuicao
do volume urinério e diminuicdo da depuracéo de creatinina (BARATA et al., 2013).

J& outros estudos demonstraram efeitos benéficos desta planta. Resultados
do tratamento com extrato aquoso das folhas de A. muricata em figado com dano
hepético induzido indicaram atividade hepatoprotetora e melhora da ictericia
hepatica, ao detectar queda dos niveis de bilirrubinas total e indireta (ARTHUR et al.,
2012).

O extrato aquoso das folhas de A. muricata possui ainda atividade
antidiabética com ag¢ao antioxidante e protetora sobre as células 3 pancreaticas, que

por sua vez melhoram o metabolismo da glicose (FLORENCE et al., 2014)

5.3 Ipé roxo
A Tabebuia avellanedae Lorentz ex Griseb, Figura 3, € uma espécie muito
utilizada na medicina popular sob a forma de cha, como anti-infeccioso, antifingico,

diurético, adstringente, no tratamento do impetigo, contra alguns tipos de céancer,
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lipus, Mal de Parkinson, psoriase e alergias (LORENZI & DE ABREU MATOS,
2008).

Os resultados de sua analise fitoquimica registram como componentes da
casca haftoquinonas, principalmente o lapachol, a lapachona, a lapachenol, a
quercetina e o &cido hidroxibenzoico (LORENZI & DE ABREU MATOS, 2008).

Figura 3. Foto da espécie vegetal T.
avellanedae.Fonte:http://www.jagtapnursery.
com/plants/trees/pink-trumpet-tree-673.php

Além destas substancias, outras classes de metabolitos secundarios também
estdo presentes nesta espécie, como saponinas, flavonoides, cumarinas, taninos e
antibioticos naturais (MACHADO et al., 2003; SILVA, 2006).

Os ensaios farmacolégicos confirmaram sua acdo no tratamento local de
inflamagbes da pele e mucosas e sua agao antitumoral. O extrato aquoso da
madeira mostrou moderada atividade antineoplasica, sendo téxico em dose elevada,
levando a perda de peso, anorexia e diarreia. Varias substancias isoladas desta
planta, principalmente o lapachol, tém apresentado atividade antineoplasica,
antiparasitaria, acdo anticoagulante, anti-inflamatéria e antimicrobiana (LORENZI &
DE ABREU MATOQS, 2008).

Doses altas de lapachol estdo associadas com depresséo do sistema nervoso
central, exaustao fisica, dificuldades respiratérias por provavel anemia hemolitica,
sugerida pelo achado de depdésito de ferro livre no figado, bilirrubina urinaria e
normoblastose, além de trombocitopenia (MORRISON, 1970).

Outros disturbios apresentados em animais, além de anemia e aumento do

tempo de coagulacao, foram diminuicdo temporaria de peso, diarreia, apatia, eritema
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de pélpebras, enurese, palidez e urina escura, além de alteracdes de cabelos, que
se tornaram ressecados e amarelados em humanos (AUSTIN, 1974).

Os distarbios da coagulacdo causados pelo ipé roxo acontecem devido a
similaridade estrutural do lapachol com a vitamina K. Essa vitamina € um co-fator
essencial para a conversdo do acido glutdmico em acido y-carboxiglutamico e tem
papel importante na hemostasia através da ativagdo de fatores de coagulacdo (lI,
VII, IX, X), estando assim intimamente ligada a disturbios hemorragicos (SHEARER,
1990). O Lapachol é um potente e reversivel inibidor da Vitamina K epoéxido redutase
e Vitamina K quinona redutase, sendo que a sua forma oxidada é o verdadeiro
inibidor da primeira enzima, causando o efeito de hipoprotrombinico do lapachol e 2-
hidroxinaftoquinonas relacionadas (PREUSCH & SMALLEY, 1990).

O ipé roxo ndo € indicado para pacientes em uso de medicamentos que
interferem na coagulacdo sanguinea, bem como para pacientes com disturbios da
hemostasia (como hemofilia, hepatopatia grave) ou outras doencas hemorragicas
(como doenca de von Willebrand ou trombocitopenia), gestantes, lactantes e para
criancas. Deve-se evitar seu uso concomitante com anticoagulantes, pois pode
haver potencializacdo dos efeitos. Os compostos hidroquinénicos como a tabebuina
possuem efeitos toxicos comprovados (FETROW & AVILA, 2000).

O lapachol também mostrou anemia hemolitica em estudos com animais. A
toxicidade humana foi verificada em doses superiores a 1,5 g por dia (DUKE, 2002).

Estudo com infusdo de casca de T. avellanedae em ratos mostrou
hepatotoxicidade significante. O ipé roxo provocou no figado de rato um quadro de
congestdo vascular, inflamacao focal entre os hepatdcitos e no espaco-porta
(JUNIOR et al, 2006). Os componentes pirrolizidinicos presentes na planta séo
hepatotoxicos (CRAIG, 2004).

Em um trabalho em que se fez uso da planta por meses seguidos, ocorreram
alteracdes histopatolégicas hepaticas e renais nos animais. A administracdo de
lapachol por via parenteral a ratos adultos, concomitantemente a um carcinégeno
guimico (20-metilcolantreno) administrado por via oral, demonstrou o lapachol como
um potente promotor oncogénico. Além disso, o lapachol se comportou como um
produto hepato e nefrotoxico, produzindo notaveis alteracdes histopatoldgicas
nestes orgaos (SANDOVAL et al., 1996).

Efeitos benéficos de T. avellanedae foram demonstrados em estudo com
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ratas ovarectomizadas, alimentadas com extrato butandlico da casca de ipé roxo. As
ratas apresentaram perda de peso, diminuicdo da gordura corporal e dos niveis
plasmaticos de triglicerideos. Esse efeito antiobesidade do extrato se deveu a
capacidade de prevenir a acumulacédo de triglicerideos em adipdcitos mostrada no
estudo (IWAMOTO, 2016).

5.4 Sucupira

A planta Pterodon emarginatus Vogel, Figura 4, é muito usada na medicina
popular. A casca produz um Oleo volatil e aromatico, eficiente no tratamento do
reumatismo. As tuberas radiculares sdo empregadas no tratamento do diabetes.
Estudos farmacolégicos constataram que o 6leo dos frutos inibe a penetracdo na
pele humana da cercéria do Schistosoma mansoni. Essa propriedade pode ser
usada para propésitos profilaticos e foi detectada pela presenca no O6leo da
substancia 14,15-epoxigeranilgeraniol. Analises fitoquimicas nessa planta isolaram
as substancias ativas isoflavonas e diterpenos (LORENZI & DE ABREU MATOS,
2008), flavonoides, cumarinas, saponinas, triterpenos, esterdides e 0Oleo essencial
(DUTRA" et al., 2012).

Figura 4. Fotos da espécie vegetal P. emarginatus e de suas sementes. Fonte:
http://laszlo.ind.br/campanhas/Oleo_essencial_de_Sucupira-branca-Pterodon-
emarginatus.pdf

Testes in vitro com O6leo das sementes de P. emarginatus mostraram
atividades hipoglicémica (MACEDO & FERREIRA 2004), antimicrobiana, antifingica
e leishmanicida (DA SILVA et al., 2007; DUTRA! et al., 2009), além de efeitos anti-
ulcerogénicos, anti-inflamatérios (DUTRAZ et al., 2009) e também toxicidade a
Artemia salina (DUTRAS et al., 2012).
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Em um trabalho realizado com camundongos submetidos a um tratamento
dérmico com Oleo de sucupira, 0s animais ndo apresentaram sinais de intoxicagao,
porém, a injecéo de doses de 0,5 e 1,0 mL do 6leo das sementes de P. emarginatus
induziu efeitos téxicos (LUZ DIAS et al., 1995). Em outro estudo, comprovou-se a
acdo genotoxica dos decotos de P. emarginatus em linfécitos T humanos
(MACHADO et al., 2011).

Ja em estudo para demonstrar os possiveis efeitos colaterais toxicos de um
extrato de P. emarginatus nos sistemas hematologico e hemostéatico, foram
realizados estudos em ratos Wistar e coelhos da Nova Zelandia, respectivamente.
Um extrato oleoso da planta foi administrado oralmente na dose de 0,5 mL.kg™
durante 30 dias. Foram determinados o tempo de protrombina, tempo de
tromboplastina parcial ativada e agregacdo plaquetéria; entretanto, essas
determinacdes ndo mostraram alteragdes significativas (PEDRAZZI, 1997).

Relata-se mortalidade de 40 bovinos nos estados de Mato Grosso e Mato
Grosso do Sul relacionada ao consumo de folhas de P. emarginatus apos a queda
de arvores nessas regides. A intoxicacdo foi reproduzida em um trabalho com
administracdo de folhas de P. emarginatus em bovinos e ovinos. A dose téxica
minima foi 20 g.kg™ para ovinos e 6 g.kg™ para bovinos. Os sinais clinicos iniciaram-
se entre 24 e 72 horas ap0s o consumo da planta e a evolucao clinica da doenca
letal foi de 12 a 36 horas. Os sinais clinicos caracterizaram-se por apatia, depressao,
andar a esmo, pressao da cabeca contra objetos. Em dois dos surtos, os bovinos
que sobreviveram a fase aguda da doenca desenvolveram fotossensibilizacdo. Os
achados macroscépicos nos casos espontaneos e experimentais foram no figado,
com hepatomegalia e evidenciacdo do padréo lobular na superficie capsular.
Notaram-se também hemorragias nas serosas abdominais e toracicas.
Microscopicamente, observou-se necrose coagulativa hepatocelular, que variou de
centrolobular a massiva, por vezes associada a congestdo e hemorragia. Ocorreu
também marcada tumefacdo e vacuolizacdo de hepatécitos na regido periacinar
(CRUZ et al, 2012).

Outro surto de intoxicagéo por P. emarginatus em bovinos ocorreu no estado
de Goias, sendo que 84 bovinos comeram avidamente folhas e frutos da planta
também apoOs a queda acidental de uma arvore. Todos 0s animais adoeceram e sete

morreram. Os sinais clinicos observados foram ericamento dos pelos, retracdo do
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flanco, apatia profunda, prostracdo, tremores musculares, tenesmo, incoordenagéo,
relutdncia em movimentar-se e decubito esternal prolongado. As atividades séricas
de AST, ALT, GGT e os teores de bilirrubina estavam acentuadamente elevados. As
principais alteracbes macroscopicas consistiam de hepatomegalia e areas
multifocais de necrose no figado, além de hemorragias no coragdo, pleura parietal,
mesentério, omento, serosa do rumen, baco, pulmdo, subcutdaneo, musculatura
esquelética intercostal e toracica. Microscopicamente, observou-se degeneracéo e
necrose hepatocelular massiva moderada a acentuada, hiperplasia biliar multifocal
moderada e bilestase multifocal leve. Adicionalmente, notou-se degeneracao
vacuolar multifocal moderada nos tubulos contorcidos dos rins (DE SANT'ANA et al.,
2012).

5.5 Unha de gato

A espécie Uncaria tomentosa (Wild. Ex Roem. & Schult) DC., Figura 5, é
amplamente empregada na medicina tradicional no tratamento da asma, artrite,
reumatismo, como anti-inflamatério do trato urinério, para ferimentos profundos,
controle de Ulceras géstricas, dores Osseas e cancer (LORENZ| & DE ABREU
MATOS, 2008).

Figura 5. Foto da espécie vegetal U.
tomentosa.

Fonte: http://huertodeurbano.com/consejos-
mr-urbano/una-de-gato-o-uncaria-tomentosa

Nas suas raizes e cascas, encontram-se alcaloides oxinddlicos, que possuem
potencial de estimular o sistema imunol6gico. Possui também intensa atividade anti-

inflamatoria, devido aos glicosideos de &cido quindvico, considerados 0s mais
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pontentes anti-inflamatdérios encontrados em plantas. Esta planta contém ainda
outros alcaloides que demonstram atividades hipotensiva e vasodilatora (LORENZI
& DE ABREU MATOS, 2008), além de taninos e flavondides (BERTOL et al., 2012).
Atividades antimutagénica e antimicrobiana também foram relatadas (DE SA et al.,
2014).

Os polifendis, como taninos e fitatos, dificultam a absorcdo do ferro. Os
taninos inativam enzimas digestivas, pela sua ligacao seletiva, formando complexos
insollveis e a capacidade de complexacdo com minerais, diminuindo a absorcéo
principalmente de ferro, pois s&o quelantes naturais desse mineral (GEIL &
ANDERSON, 1994), podendo levar a anemia ferropriva.

O extrato aquoso bruto de U. tomentosa mostrou efeito nas células brancas
do sangue, induzindo leucopenia em animais. O mecanismo de acéo nos leucocitos
ainda ndo é conhecido (SHENG et al., 2000), porém, os alcaloides oxindélicos
pentaciclicos podem estar associados ao estimulo de células endoteliais in vitro na
producdo de fatores de regulacdo da proliferacdo de linfécitos (KEPLINGER et
al.,1998).

Um estudo in vitro realizado com extratos de espécies de Uncaria mostrou
uma atividade inibidora da enzima alfa-glicosidase (AHMAD et al.,, 2011). Os
inibidores competitivos da alfa-glicosidase agem como antagonistas enziméticos da
amilase e sucrase, diminuindo a absorcao intestinal da glicose (SEGAL et al., 1997),
além de esta planta conter acido ursoélico, um constituinte quimico que apresenta
atividade antidiabética (HEITZMAN et al., 2005).

Estudos detalhados sobre a toxicidade aguda (dose Gnica - 150 mg.kg™),
subaguda (7 dias - 50 mg.kg™) e crénica (90 dias - 10 mg.kg™) de céapsulas de U.
tomentosa foram realizados em ratos, analisando possiveis altera¢des bioquimicas,
hematoldgicas e histopatolégicas. Na toxicidade aguda, verificou-se aumento no
peso de figado e rins. Estudos hematolégicos revelaram reducdo nos niveis de
glébulos brancos e aumento na contagem de plaquetas. Na toxicidade subaguda,
houve aumento de peso do figado e corporal. Aumento dos niveis das enzimas
aspartato transaminase (AST) e alanina transaminase (ALT), diminuigdo nos niveis
de leucdcitos e a histopatologia revelou leve congestdo hepatica e pulmonar.

Durante a toxicidade cronica, houve aumento de peso do figado, coracdo, bago e
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corporal, e redugcédo do peso dos pulmdes. Verificou-se aumento de AST, ALT e
ligeiro aumento na contagem de plaquetas (IBRAHIM et al., 2009).

Em estudo com ratos utilizando extrato seco das cascas desta planta, foi
observado aumento nos niveis de ALT na dose de 75 mg.kg™? e diminuicdo dos
niveis de glicose sérica nos animais tratados nas doses de 75 e 150 mg.kg™. J4 as
enzimas AST, fosfatase alcalina e GGT (gamaglutamiltransferase) ndo sofreram
alteracbes. Neste estudo também foi observado que altas doses do extrato
mostraram uma ligeira vacuolizacéo hepatica centrolobular. Assim, o uso de unha de
gato em longo prazo e em concentragcbes elevadas pode promover a
hepatotoxicidade, além da hipoglicemia. Nao houve alteragcbes renais e
hematoldgicas neste experimento (HUEZA et al., 2014).

A hipoglicemia é um efeito adverso potencialmente grave, que pode variar de
uma leve tontura com tremores e palpitacdes cardiacas aos efeitos mais graves,
como perda de consciéncia, convulsdes, coma e morte. Assim, atencado deve ser
dada devido ao efeito hipoglicemiante da U. tomentosa em ratos ndo diabéticos
(HUEZA et al., 2014).

Em outro estudo, utilizando-se ratos com lesdo renal aguda isquémica
induzida, verificou-se atividade renoprotetora desta planta com a administracdo via
oral de 20 mg de extrato seco de U. tomentosa durante 5 dias. O pré-tratamento dos
grupos com U. tomentosa induziu melhora da fungéo renal com aumento dos valores
de clearance de creatinina, além de reducdo de perdxidos urinarios verificada pela
diminuicdo dos valores de marcadores de lesdao celular, melhora essa
provavelmente relacionada as atividades antioxidantes desta planta (VATTIMO &
SILVA, 2011). Sua acao antioxidante parece ser consequéncia da alta concentracao
de flavondides que sequestram espécies oxigénio reativas, diminuindo o estresse

oxidativo no processo inflamatério (WILLIAMS, 2001).
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Resumo

Este estudo verificou a correlagédo entre o uso de multiplas plantas medicinais com
alteracdes hepdticas, renais e hematoldgicas encontradas em um paciente que fez
uso de garrafada, composta por equinacea, graviola, ipé roxo, sucupira € unha de
gato. A garrafada possui 4,32 mg.mL' de &lcool. Foram realizados testes
farmacognosticos e UV/Varredura mostrando algumas classes de metabdlitos
secundarios nos controles das tinturas e na garrafada. Foi realizado ensaio com
Artemia salina, e a garrafada teve mortalidade até a concentragéo de 0,1 mg.mL™.
As CLso foram encontradas para equinacea e sucupira. Efeitos citotoxicos em
eritrocitos revelaram atividade hemolitica para equinacea, graviola, ipé roxo e
sucupira. O teste com Escherichia coli mostrou sensibilidade para graviola, ipé roxo,
sucupira e unha de gato. No experimento in vivo utilizando ratos Wistar foram
realizados dois tratamentos, dose Unica e 30 dias, administrando agua, alcool e
garrafada por gavagem. Avaliaram-se parametros bioguimicos, de coagulacao,
hematoldgicos e histopatolégicos. No Tratamento dose Unica, foram encontradas
alteracdes de acido urico, colesterol, creatinina, fosfatase alcalina, ferro e glicose
(p<0,05). Ja no tratamento de 30 dias, foram encontradas alteracdes de acido Urico,
bilirubinas total e indireta, creatinina, fosfatase alcalina, glicose, triglicerideos,
hemacias e leucdcitos (p<0,05), além de dilatacdo sinusoidal hepatica. Os dados
mostraram que o alcool presente na garrafada pode alterar parametros bioguimicos,
hematoldgicos e causar danos ao figado de ratos. A garrafada, apesar de nao
mostrar alteracbes em parametros bioquimicos e hematologicos importantes, teve
alteracdes histopatoldgicas hepaticas mais pronunciadas.

1. Introducéo

A cultura popular do uso de plantas medicinais em preparagdes como
garrafadas sdo praticas comuns, sendo utilizadas na profilaxia e no tratamento de
muitas enfermidades [1].

A garrafada é uma formulacdo medicinal popular, preparada com
componentes de origem vegetal, mineral, animal, especiarias e alcool como veiculo
[2]. S&o produtos vendidos em feiras livres, distribuidos por pastorais de saude, sem
qualquer tipo de registro ou controle de qualidade e que prometem curar varios tipos
de doencas. E importante ressaltar fatores que podem representar riscos para 0s
consumidores dessas preparacdes populares, como o conhecimento insuficiente
sobre as plantas comercializadas, a falta de controle de qualidade do material
vegetal e 0 uso de misturas de plantas sem considerar as suas interacoes.
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Diversos estudos na literatura cientifica demonstram que a administracdo de
infusdes de extratos vegetais em experimentos com ratos, tanto em exposicoes
aguda como cronica, causa alteracfes em parametros bioguimicos, principalmente
enzimas hepéticas, a alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase
(AST), ureia, creatinina, acido Urico, glicose e parametros hematologicos [3, 4].

Na medicina popular, sdo usados muitos extratos de plantas para o
tratamento de diversos tipos de doencas, entre elas a equinacea (Echinacea
purpurea), a graviola (Annona muricata), o ipé roxo (Tabebuia avellanedae), a
sucupira (Pterodon emarginatus) e a unha de gato (Uncaria tomentosa), que s&o
plantas comumente encontradas em garrafadas de uso popular [5].

Estudos mostram que a E. purpurea possui, in vitro, efeito na hematopoese,
com estimulacdo da atividade proliferativa do sangue [6], além de mostrar-se
hepatotoxica, pois seu metabolismo acontece no citocromo P450 [7]. A A. muricata
mostrou efeito toxico sobre pardmetros hematoldgicos, histopatoldgicos [8] e renais
[9, 10]. Estudos com T. avellanedae mostram alteragbes hematologicas [11],
distirbios da coagulacdo [12] e hepatotoxicidade em ratos [13]. A planta P.
emarginatus apresenta relatos de hepatotoxicidade [14, 15], atividade
hipoglicemiante [16] e U. tomentosa demostrou alterac6es hematolbgicas, hepaticas
e renais [17].

Este estudo tem como objetivo verificar a correlacdo entre o uso de mdltiplas
plantas medicinais com as alteracdes hepdticas, renais e hematoldgicas
encontradas em um paciente que fez uso de garrafada.

2. Material e Métodos

Este estudo € do tipo hipotético-dedutivo, cujo objetivo € construir e testar
uma possivel resposta para o caso clinico apresentado.

O estudo decorre a partir de uma notificacdo ao Ceatox (Centro de
Assisténcia em Toxicologia) do Hospital Universitario do Oeste do Parana, de um
caso registrado no Datatox (Sistema Brasileiro de Dados de Intoxicacfes) sobre um
paciente internado no Hospital de Clinicas de Curitiba-PR, que fez uso de garrafada
com diversas plantas medicinais e que evoluiu com alteracbes hepaticas,
hematoldgicas e renais.

Os ensaios foram realizados no setor de Toxicologia da Universidade
Estadual do Oeste do Parana (Unioeste), localizado no Hospital Universitario do
Oeste do Parana, integrando o grupo de pesquisa em Toxicologia Celular do Centro
de Assisténcia em Toxicologia (Ceatox) e também em um laboratério privado da
cidade de Cascavel-PR.

2.1 Descri¢do do caso clinico

J.M.S., masculino, 59 anos, funileiro de automadveis, residente em Toledo-PR,
sendo hipertenso e com gota, em uso de enalapril 10 mg 12/12h, anlodipino 5
mg/dia e alupurinol quando em crise de gota. Trabalho de longos anos com tintura
artesanal de veiculos e h4 1 ano afastado da exposicdo. Evoluiu a partir de
01/10/2014 com quadro febril inespecifico (38,5° C a 39° C) vespertino durando 6
dias. Para resolucéo da febre, fez uso de garrafada contendo equinacea, graviola,
ipé roxo, sucupira e unha de gato. Associado ao quadro, apresentou cefaleia frontal,
nauseas, vomitos frequentes, artralgias/mialgias e astenia. Esteve internado por 20
dias em um hospital de Toledo-PR, concluindo ser um quadro de febre de origem
indeterminada (FOI).
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Na tomografia computadorizada de tdérax, abdome e pelve, apresentou
dilatacdo de hepatocolédoco. Figado, péncreas, bexiga e rins sem alteracfes.
Ultrassonografia de abdome e pelve com imagem nodular hiperecogénica, sem
sombra acustica, sugerindo pélipo. Ecocardiografia com disfuncdo diastdlica de
ventriculo esquerdo com relaxamento alterado. Hérnia hiatal incipiente, gastrite
enantematosa moderada de antro, uréase negativa, colonoscopia normal. Sorologias
para hepatites B, C, HIV (virus da imunodeficiéncia humana), VDRL (Venereal
Disease Research Laboratory), citomegalovirus IgM, Epstein barr IgM, toxoplasmose
IgG e IgM, dengue e leptospirose todas ndo reagentes. Sorologia reagente para
anticorpos treponémicos fluorescente (FTA), citomegalovirus IgG e E. barr IgG.

Exame de fezes, sangue oculto, coprocultura, hemocultura, pesquisa de
bacilo alcool &cido resistente (BAAR), pesquisa de fator antinuclear (FAN) e
crioaglutininas foram todos negativos. Eletroforese de proteinas sem alteracoes.
Velocidade de sedimentacdo das hemécias (VHS) 18 mm, hemoglobina (HB) 12,5
g.dL?, hematécrito (HTC) 36,6%, leucécitos 27.206 mm3, bastdes 278 mm?,
plaquetas 432.000 mm3. Relacdo normatizada internacional (RNI) 1,61 e Ratio 1,10.
Bilirrubina total (BT) 0,93 mg.dL™, bilirrubina direta (BD) 0,83 mg.dL™, AST 99,5
U.L, ALT 124,7 U.L™, creatinina 0,9 mg.dL™, ureia 21 mg.dL™. Exame de urina com
densidade 1,026 e pH 6, sem outras alteracdes.

Apresentou perda de 2 kg em 3 meses. O paciente foi internado novamente
na infectologia do Hospital das Clinicas em Curitiba-PR para investigacdo de FOI.
Na admissdo, 0 paciente apresentava-se hipocorado, hidratado, ausculta
cardiopulmonar sem alteracbes. Abdome plano flacido, indolor, sem massas
palpaveis. Extremidades sem edema, lesdes hiperemiadas em ombros e abdome,
esparsas. Articulagbes sem alteraces. HB 8,9 g.L?, HTC 28,1%, volume
corpuscular médio (VCM) 69,2 fL, hemoglobina corpuscular média (HCM) 21,9
pg.L?, leucécitos 10.380 mm3, bastdes 34 mm3, linfécitos 1453 mm3, plaquetas
212.000 mm3, sodio 139 mEqg/L, potassio 5,1 mEg/L, RNI 1,61 e ratio 1,10, BT 0,46
mg.L™, BD 0,21 mg.L™, AST 19,0 U.L™}, ALT 12,0 U.L™, fosfatase alcalina (FA) 113,0
U.L?, gama glutamiltransferase (GGT) 131,0 U.L™, creatinina 1,9 mg.L™, ureia 48
mg.L™?, ferro 9,2 pg.L™?, capacidade total de ligac&o do ferro (CTLF) 165 pg.L™, indice
de saturacéo (IS) 5,67%, ferritina 2371 ng.L™*, VHS 49 mm, proteina C reativa (PCR)
10,62 mg.L™?, clearance de creatinina 46,4 mL.min™, proteindria de 24 horas 6,9
mg.L™, parasitolégico de fezes apresentando ovos de Ascaris lumbricoides. Exames
de VDRL, FAN, Anti-LKM (Liver Kidney Microsomes), Anti-muasculo liso e Anti-
Mitocbndria, HIV e hepatites, todos ndo reagentes. FTA reagente, complementos C3
136 mg.L™ e C4 14 mg.L™", chumbo sérico 2,4 pg.L™.

As hipéteses diagnésticas levantadas para este paciente foram hepatopatia
medicamentosa, colestase crOnica, doenga autoimune, intoxicagdo por
fitoterapia/ervas/garrafadas mais disfuncdo renal, anemia microcitica hipocrémica
com perfil de ferro sugerindo doenca cronica, sindrome hemofagocitica, intoxicacdo
por chumbo e colagenose.

O paciente teve tratamento para sifilis com benzetacil 2.400.000 U por 3
semanas e albendazol 400 mg dose uUnica para A. lumbricoides.

Diversas especialidades médicas avaliaram o caso; a biopsia renal foi
indicada, mas ndo realizada devido a relacdo risco/beneficio. A bidpsia de medula
0ssea mostrou-se hipocelular para a idade e biopsia hepatica mostrou alguns
espagos-porta com minimo infiltrado inflamatorio linfocitico, moderado depésito de
hemossiderina (azul da prussia positivo) em células de Kipfer.
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O paciente recebeu alta e manteve medicacdes iniciais, exceto o enalapril,
além de colchicina 0,5 mg 12/12h por 6 meses, amitriptilina 25 mg/noite, sulfato
ferroso 40 mg 12/12h, dipirona e bromoprida se necessario.

Houve um contato com a esposa do paciente em 01/03/2015, a qual relatou
gue o paciente estava bem, apenas com queixas de fraqueza.

No dia 27/07/2015, encerrou-se o caso. Durante a investigacdo, ndo foram
detectadas outras patologias que justificassem os achados, ficando por exclusédo o
diagndstico plausivel de intoxicacao pelas multiplas plantas utilizadas.

2.2 Aquisi¢cédo da amostra e controles

A garrafada, Figura 1, foi disponibilizada pelo servico Datatox de Curitiba-PR
no més de agosto de 2015. Foram utilizados como controles extrato hidroalcdolico
de equinacea a 50%, tinturas hidroalcéolicas de unha de gato a 20% e sucupira a
20% (Farméacia de manipulacdo, Cascavel, Brasil). E tinturas hidroalcdolicas de
graviola a 20% e de ipé roxo a 20% (Farmacia de manipulacéo, Curitiba, Brasil).
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Figura 1. Fotos da garrafada.

2.3 ldentificacdo da amostra e controles

A amostra e os controles foram analisadas quanto as suas caracteristicas
fisico-quimicas, como concentracdo (especificada no material), cor, odor, densidade
(em refratbmetro), pH a frio (25°C) e a quente (40°C) (pHmetro Alpax®),
solubilidade, caracteristicas macroscopicas e microscopicas, teor de alcool, testes
farmacognosticos e espectro UV-Varredura.

2.3.1 Dosagem de é&lcool

Empregou-se processo de destilacdo para separar o alcool da matriz vegetal,
obtendo-se o destilado. O destilado contendo alcool foi oxidado a frio por solucao
nitrocrémica. A quantidade de &lcool foi calculada pelo consumo de solugéo
nitrocrdmica utilizada na oxidagdo do alcool [18]. Foi determinada a quantidade de
alcool presente na garrafada e nos controles. O teor de alcool foi expresso em mg
de alcool por mL de extrato.

2.3.2 Testes farmacogndsticos
A caracterizacdo fitoquimica da garrafada e dos controles foi realizada
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através de testes farmacogndésticos com desenvolvimento de cor ou precipitacao.
Foram pesquisadas a presenca de saponinas (teste de espuma), esterdides e
triterpendides (reacédo de Liebermann-Burchard), alcaloides (reacdo de Dragendorff
Mayer), taninos (reacdo com cloreto férrico), cumarinas (reacdo com KOH e UV) e
flavondides (reacédo de Shinoda) [19].

2.3.3 Espectrofotometria de absorcao UV/Varredura

Para determinagcdo do comprimento de onda maximo (Anax.) € da absorbancia
maxima (Amax.), foram preparadas solucdes aquosas da garrafada e dos controles na
concentracdo de 300 mg.L™. Foi realizada a varredura entre os comprimentos de
onda de 200 a 400 nm, com resolucdo de 2 nm [20]. Utilizou-se agua destilada para
a linha de base e espectrofotdmetro UV/Visivel, modelo DR5000, HACH®.

2.4 Experimentos in vitro

2.4.1 Citotoxicidade com eritrécitos humanos

No teste de hemdlise para demonstrar acdo citotdxica [21], utilizou-se
eritrocitos humanos, coletados com anticoagulante acido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA) de individuo saudavel. Em tubos contendo 500 pL de eritrécitos humanos a
2%, foram adicionados 500 pL, 100 pL e 10 pL da garrafada, dos controles de
extrato e tinturas (equinacea, graviola, ipé roxo, sucupira, unha de gato), alcool a 4,5
mg.mL™ e completou-se com PBS (tamp&o fosfato salino) para um volume final de 1
mL. Os tubos foram incubados a 37°C por 1 hora e, depois da incubacdo, as células
foram sedimentadas a 377 x g por 10 minutos. O sobrenadante (200 pL) foi
repassado para placa de Elisa e a absorbancia foi determinada usando
espectrofotometro (BioteK®) em 450 nm. No controle negativo, suspensdes de
eritrocitos e tampado PBS foram utilizados, enquanto, para o controle positivo, foi
usado um tampédo de lise (&cido acético 2%). A percentagem de hemdlise foi
calculada para avaliar possiveis efeitos citotoxicos da garrafada, das tinturas
controle e do &lcool a 4,5 mg.mL™ em eritrécitos humanos. O alcool utilizado no
ensaio foi alcool etilico absoluto (Merck®) 0,789 g.cm3. O teste foi realizado em
triplicata e os resultados foram expressos em percentual de hemdlise.

2.4.2 Citotoxicidade com Artemia salina

Para o ensaio, empregaram-se 10 exemplares da fase larval de nauplio criado
em laboratério em solucdo de NaCl 30 g.L™", pH 8,5, com aeracdo constante e
mantidas em temperatura de 28 + 2° C [22]. O experimento foi realizado em
triplicata, utilizando a garrafada e os controles das tinturas de sucupira e unha de
gato nas concentrages de 200 mg.mL™; 20 mg.mL™*; 10 mg.mL?; 2 mg.mL; 1
mg.mL™; 0,2 mg.mL™?; 0,2 mg.mL™; 0,05 mg.mL™; 0,025 mg.mL™ e do extrato de
equinacea nas concentracdes de 500 mg.mL™*; 50 mg.mL™?; 25 mg.mL™?; 5 mg.mL™;
2,5 mg.mL™; 0,5 mg.mL™?; 0,25 mg.mL™ e 0,0625 mg.mL™ diluidos em 5 mL de
solucgéo salina.

Os nauplios mortos foram contados apés 24 horas de exposi¢cdo as amostras.
Além dos tubos contendo as diferentes concentragdes da garrafada e das tinturas
controle, também foram utilizados tubos controle com solugdo salina (controle
negativo) e hidroxido de sodio a 1% (controle positivo). Os resultados foram
expressos como percentagem de mortalidade. O teste foi considerado efetivo
guando a mortalidade do controle negativo ndo ultrapassou 50% e o controle
positivo apresentou valores maiores que 80%.
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2.4.3 Teste de sensibilidade antimicrobiana com cepa de Escherichia

coli

Para determinacdo da atividade antimicrobiana, foi utilizado meio de cultura
agar Mueller-Hinton (Newprov®); o micro-organismo utilizado foi a cepa padréo E.
coli ATCC 25922 (Cefar®). O indéculo microbiano foi preparado com colbnias
bacterianas das placas de pré-inoculacdo (cultivo jovem de 24 horas de incubacéo)
e suspendendo-as em solucdo salina estéril (NaCl 0,85%) até ajuste da turvagao
equivalente a escala 0,5 de McFarland, obtendo-se uma concentracdo bacteriana
final em torno de 1,5 x 10° células.mL™. Avaliou-se a atividade antimicrobiana das
amostras vegetais frente a cepa padrdo, determinando-se a sua suscetibilidade
através do método de disco-difusao [23] adaptado [24].

Foram utilizados discos de papel de filtro estéreis (Quanty®) com 6 mm de
diametro, previamente impregnados com 20 pL da garrafada e dos controles das
tinturas nas concentracdes de 200 mg.mL™; 20 mg.mL™ e 2 mg.mL" para graviola,
ipé roxo, sucupira, unha de gato e 500 mg.mL™; 50 mg.mL” e 5 mg.mL" para o
extrato controle de equinacea. Como controles negativos, foram utilizados discos
estéreis impregnados com alcool etilico a 4,50 mg.mL™ e agua destilada. Como
controle positivo, utilizou-se o disco de ceftazidima, 30 ug (Sensifar®).

Os discos estavam marcados com a amostra, tinturas e controles, sendo que
foram mantidos em estufa a temperatura de 37° C por 10 minutos para uma breve
secagem e em seguida foram distribuidos, com o auxilio de pin¢a estéril, sobre a
superficie do meio de cultura previamente semeado com inéculo bacteriano. As
placas foram incubadas invertidas a 37° C por 24 horas. Os testes foram realizados
em triplicata, em dois dias diferentes e os resultados foram determinados pela média
do diametro dos halos de inibicdo de crescimento bacteriano. Foram consideradas
ativas as amostras que apresentaram halos de inibicdo de crescimento maior ou
igual a 8 mm de didmetro.

2.5 Experimentos in vivo

2.5.1 Animais

Foram utilizados 30 animais, Rattus novergicus linhagem Wistar, machos,
adultos e saudaveis, pesando em média 250 g, provenientes do biotério central da
Unioeste. Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno, ambiente
climatizado (22° C = 2° C), ciclo claro-escuro de 12 horas, sistema de exaustao
constante, receberam agua e alimento ad libitum. Apds 1 semana de adaptacao, 0s
animais foram divididos em 6 grupos experimentais com 5 animais em cada grupo.

Foram empregadas as doses de 0,6 mL.Kg™ da garrafada por peso corporal,
dose usual para adultos apresentada no rétulo da garrafada e de 0,005 mL.Kg™* de
alcool por peso corporal, referente ao teor de alcool encontrado na garrafada. Os
grupos controle receberam agua.

Todos os protocolos experimentais foram aprovados para a execucdo pelo
Comité de Etica no uso de Animais da Unioeste.

2.5.2 Tratamento dose Unica

Esse experimento foi baseado em metodologia de analise toxicoldgica
qualitativa e semi-quantitativa [25]. Apds jejum overnight, os animais foram tratados
por gavagem, uma unica vez, conforme:

Grupo Controle [CON1]: recebeu 4gua (1,0 mL.Kg™ de peso corporal);

Grupo Alcool [ALC1]: recebeu alcool (0,005 mL. Kg™ de peso corporal);

Grupo Garrafada [GRF1]: recebeu garrafada (0,6 mL.Kg™ de peso corporal).
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Apés o tratamento, todos os animais receberam agua e alimento ad libitum.
Todos os animais foram observados quanto aos sinais e sintomas nos tempos 0, 5,
10, 15, 30 e 60 minutos; 2, 4, 6 e 24 horas; e, por fim, 2, 4 e 7 dias. Foram
observados: atividade motora, coordenacdo motora, tremores corporais,
fasciculacbes, ptose palpebral, lacrimejamento, salivagcdo, branqueamento das
orelhas, hiperemia das orelhas, paralisia das pernas, piloerecdo, analgesia,
anestesia, reflexo da cérnea e auricular, temperatura, diarreia e outros sinais e
sintomas conforme proposta pela metodologia [25]. O peso corporal dos animais foi
monitorado diariamente. Apdés o sétimo dia do experimento, todos 0s animais
ficaram em jejum overnight, foram eutanasiados com overdose de quetamina (300
mg.Kg™) e xilazina (45 mg.Kg™) para a coleta de sangue por puncéo intracardiaca;
seus orgaos (bago, cérebro, coracdo, estdmago, figado, intestino, pulmdes, rins,
tecido adiposo e testiculos) foram removidos, pesados, observados
macroscopicamente e histologicamente. Nesses grupos, também foram avaliados
parametros bioquimicos, de coagulacdo e hematoldgicos.

2.5.3 Tratamento de 30 dias

Esse experimento foi baseado em metodologia de andlise toxicolégica apos
30 dias de tratamento [26]. Apds jejum overnight, os animais foram tratados por
gavagem, uma Unica vez, conforme:

Grupo Controle [CONZ2]: recebeu 4gua (1,0 mL.Kg™ de peso corporal);

Grupo Alcool [ALC2]: recebeu alcool (0,005 mL. Kg™ de peso corporal);

Grupo Garrafada [GRF2]: recebeu a garrafada (0,6 mL.Kg™ de peso corporal).

O comportamento geral foi observado, durante os 30 dias de experimento,
nos tempos de 5 e 30 minutos; 1, 2, 4 e 6 horas apds a gavagem. Foram observadas
alteracOes respiratorias, alteracdo na locomocéao, tremor, convulsées, excitabilidade,
reducdo da atividade, ataxia, piloerecdo, sonoléncia, ptose palpebral, constricao
abdominal, salivacdo e diarreia. O peso corporal dos animais foi monitorado
diariamente. Apds o trigésimo dia do experimento, todos o0s animais ficaram em
jejum overnight, foram eutanasiados com overdose de quetamina (300 mg.Kg™) e
xilazina (45 mg.Kg™) para a coleta de sangue por punc&o intracardiaca; seus 6rgaos
(baco, cérebro, coracdo, estbmago, figado, intestino, pulmdes, rins, tecido adiposo e
testiculos) foram removidos, pesados, observados macroscopicamente e
histologicamente. Nesses grupos, também foram avaliados parametros bioquimicos,
de coagulacado e hematoldgicos.

2.5.4 Coleta de sangue

O sangue coletado foi distribuido em tubos contendo o anticoagulante citrato
de sbdio a 3,2% (1,8 mL) para as determinacfes da coagulacdo e em tubos com
anticoagulante heparina sddica a 151,58 Ul (10 mL) para as dosagens bioquimicas e
hematoldgicas. Uma gota de sangue dos animais sem anticoagulante foi dispensada
em lamina para confec¢do do esfregaco sanguineo. Os tubos para as determinacdes
dos parametros bioquimicos e de coagulacdo foram centrifugados durante 10
minutos a 2500 x g para a separagao do plasma.

2.5.5 Andlises bioquimicas

Foram dosados &cido urico, ALT, AST, bilirrubinas total (BT), direta (BD) e
indireta (BI), colesterol, creatinina, glicose, GGT, ferro, fosfatase alcalina (FA),
proteina C reativa (PCR), triglicerideos e ureia. Os parametros bioquimicos foram
dosados através de analisador automatizado AU680 (Beckman Coulter®). Os
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analitos acido urico, ALT, AST, bilirrubinas, colesterol, fosfatase alcalina, glicose,
GGT, triglicerideos e ureia por método enzimético, ferro por método colorimétrico,
creatinina por método cinético e PCR por método nefelométrico (Beckman
Coulter®).

2.5.6 Analises de coagulacéo

Foram determinados o tempo de ativacdo da protrombina (TAP), RNI, tempo
de ativacdo parcial da tromboplastina (KPTT) e ratio. As determinagbes de TAP
foram realizadas por equipamento automatizado de coagulacdo, pelo método de
deteccdo de coagulo, CA500 (Siemens®). As dosagens de KPTT foram realizadas
por método manual por deteccdo do coagulo utilizando reagente composto por
cefalina de cérebro de coelho, &cido elagico e cloreto de calcio (0,025 mol.L™).

2.5.7 Analises hematoldgicas

Foram avaliados hemécias, hemoglobina, hematdcrito, VCM, HCM,
concentracdo da hemoglobina corpuscular média (CHCM), curva de distribuicdo das
hemacias de acordo com o variacdo do volume eritrocitario (RDW), leucdcitos totais,
valores relativos de bastdes, neutrdfilos, linfécitos, mondcitos, eosindfilos, plaquetas,
volume plaquetario médio (VPM) e reticuldcitos. Os parametros hematoldgicos foram
analisados através de contador automatizado LH700 (Beckman Coulter®) pelo
meétodo de resistividade, impedancia e colorimétrico. As laminas foram avaliadas
através de microscopia Optica apds coloracdo de May Grinwald Giemsa realizada
com kit comercial (NewProv®).

Todos os ensaios foram realizados de acordo com as instrugdes e protocolos
dos fabricantes.

2.5.8 Peso dos 6rgdos e Analises histopatologicas

Baco, cérebro, coracdo, estbmago, figado, intestino delgado, pulmé&o, rins,
tecido adiposo e testiculos foram isolados e pesados. Todos os 6rgdos dos animais
foram examinados macroscopicamente. Orgdos com alteracdes macroscopicas
foram fixados em formol a 10% e 6rgaos dos grupos controle também foram
analisados histologicamente. Os cortes histolégicos foram corados com hematoxilina
e eosina (HE) para examina¢ao microscépica.

2.6 Analise estatistica

Os dados foram avaliados estatisticamente no software para as analises
estatisticas, Statistica7®. Os resultados obtidos com os diferentes grupos foram
avaliados pelo método de analise de variancias One-way ANOVA, seguidos pelo
teste post-hoc de Fisher, sendo utilizado para andlise das varidveis nao
paramétricas o teste de Kruskal-Wallis. Os resultados foram expressos como média
+ erro padrdo médio (SEM) de n que reflete o nUmero de animais. Foi aceito como
estatisticamente significativo p<0,05.

3. Resultados e Discussao

A identificacdo e caracterizacdo fisico-quimica da garrafada e dos controles
de extrato e tinturas estao representadas na Tabela 1.
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Tabela 1. Caracterizacao fisico-quimica da garrafada e dos controles de extrato e tinturas.

Cor/Odor Conc. IR pH pH Sol. TAlc.

(mg.mLY)  (°Bx) (25°C) (40°C) (mg.mL™)
Garrafada Escura/propolis 200 20,0 3,12 3,09 Agua 4,32
Equinacea Escura/proépolis 500 21,8 5,27 5,20 Agua 4,41
Graviola Verde/alcool 200 21,1 6,70 6,40 Agua 4,50
Ipé roxo Clara/éalcool 200 20,0 5,70 5,40 Agua 4,32
Sucupira Amarela/ floral 200 20,0 6,05 5,26 Agua 4,03
Unha de gato Escura/alcool 200 21,7 5,06 4,63 Agua 4,50

Conc.: Concentracao; IR: indice de refracéo; Sol.: Solubibilidade; TAlc.: Teor de &lcool.

A garrafada, macroscopicamente, € um produto liquido industrializado, de
coloracdo escura e pouco viscosa, soluvel em agua, de odor caracteristico de
propolis, com diferenca de pH com a variagdo de temperatura, mostrando a
presenca de compostos volateis. Possui indice de refracdo de 20,0 °Bx, ou seja,
aproximadamente 20% de compostos sollveis correspondentes ao total de todos os
compostos dissolvidos em &gua [27]. Microscopicamente, apresenta-se com
artefatos vegetais avermelhados. Na sua formulacéo, estdo descritas as plantas de
uso popular equinacea, graviola, ipé roxo, sucupira e unha de gato. O rotulo traz a
informacdo de que é isenta de registro na ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria), ndo contém alcool e nenhum produto toxico. A indicacdo de dosagem
sao 2 colheres de sopa 3 vezes ao dia para adultos e 1 colher de sopa 3 vezes ao
dia para criancas. Diferentemente do anunciado em seu rétulo, a dosagem de alcool
mostrou teor de 4,32 mg.mL™. O pH da garrafada se mostrou extremamente &cido,
3,12 a 25° C. O consumo de liquidos com pH &cido, especialmente abaixo de 5,5, é
considerado um fator de risco para o desenvolvimento de lesbes de erosao dental
[28].

A Tabela 2 apresenta os resultados dos testes farmacognosticos realizados
com a garrafada e com os controles de extrato e tinturas, mostrando a presenca de
algumas classes de metabdlitos secundarios.

Tabela 2. Testes farmacogndésticos da garrafada e dos controles de extrato e tinturas.

Garrafada  Equindcea  Graviola Ipé Sucupira Unha
roxo de gato

Saponinas (Espuma) + + + - - +
Esteréides e  Triterpendides - - - - - -
(Liebermann-Burchard)

Alcaloides (Dragendorff Mayer) - - - - - +
Taninos (Cloreto férrico) - + - - - +
Cumarinas (KOH/UV) + - - - - -
Flavondides (Shinoda) + - + - + +

(-): auséncia e (+): presenca

Apés a analise dos dados da Tabela 2, verificou-se que na garrafada foram
encontrados metabdlitos secundarios, como saponinas, cumarinas e flavonéides.
Segundo dados da literatura, entre as plantas citadas, as cumarinas sdo metabdlitos
encontrados no ipé roxo [29]; j& os flavondides sdo encontrados no ipé roxo,
equinacea, sucupira, unha de gato e graviola [29, 30, 31, 32, 33]. E as saponinas,
apenas nas espeécies vegetais ipé roxo e graviola [29, 32].

O extrato de equindcea apresentou positividade para saponinas e taninos,
diferentemente de outros estudos que mostraram a presenca de flavonodides,
alcaloides e esterois nesta planta [30].

A tintura de graviola mostrou saponinas e flavonodides. Para a tintura de
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sucupira, verificou-se apenas a presenca de flavondides e estas tinturas
apresentaram poucos metabdlitos, se comparados com dados de outros trabalhos
[32, 33]. Ja para a tintura de ipé roxo, nenhum metabdlito secundario foi encontrado
pela triagem fitoquimica.

A tintura de unha de gato mostrou alcaloides, taninos e flavondides, o que
condiz com a literatura, exceto para saponinas, que foram positivas nesta triagem
[31].

O conhecimento da composicdo quimica das plantas usadas na medicina
popular envolve um sistema complexo de diferentes ferramentas capazes de
elucidar estruturalmente as inUmeras classes que constituem a planta [34]. A
Espectrofotometria € uma das técnicas de analise mais difundidas e é fundamentada
na lei de Lambert Beer, que é a base matematica para medidas de absorcédo de
radiagdo por amostras no estado sdlido, liquido ou gasoso, nas regides ultravioleta,
visivel e infravermelho do espectro eletromagnético [35] e permite analises
qualitativas e quantitativas de misturas moleculares, possibilitando a visualizagéao
dos perfis espectrais e indicando a presenca dos constituintes de uma mistura [34].

Pela espectrofotometria de absor¢cdo UV, os intervalos de comprimento de
onda de maxima absorcdo obtidos estdo representados na Tabela 3 e os picos
detectados estédo apresentados nas Figuras 2, 3, 4, 5, 6 e 7 para a garrafada e para
os controles de extrato e tinturas na concentracdo de 300 mg.L™. Na Figura 8, todas
as varreduras estao representadas em um unico gréafico para melhor comparagéo.

Tabela 3. Intervalos de comprimentos de onda de maxima absorcdo da garrafada e dos
controles de extrato e tinturas na concentracéo de 300 mg.L™.

Amostras vegetais Intervalos A maximo (nm)
Garrafada 278
Equinécea 282, 316
Graviola 326, 332, 342
Ipé roxo 254, 324,330, 340, 352, 370, 380,390
Sucupira 318, 328, 342, 388, 396
Unha de gato 278
B GARRAFADA
0.800 :

&

0.000

0 DR o

Figura 2. Espectros de absor¢do na regido UV-visivel da
garrafada na concentracdo de 300 mg.L™.
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Figura 3. Espectros de absorgdo na regido UV-visivel do
extrato hidroalcéolico de equinacea na concentragdo de
300 mg.L™.

Figura 4. Espectros de absor¢do na regido UV-visivel da
tintura} hidroalcdolica de graviola na concentracéo de 300
mg.L™.

Figura 5. Espectros de absorgao na regido UV-visivel da
tintura} hidroalcéolica de ipé roxo na concentracao de 300
mg.L™.
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Figura 6. Espectros de absor¢ao na regido UV-visivel da
tintura hidroalcdolica de sucupira na concentracdo de
300 mg.L ™.

Figura 7. Espectros de absorcao na regido UV-visivel da
tintura hidroalcéolica de unha de gato na concentracéo

de 300 mg.L™.
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Figura 8. Espectros de absorcéo por UV/Varredura da garrafada e dos controles de extrato
e tinturas na concentragao de 300 mg.L™.

Trabalhos demonstraram que as plantas que absorvem na regido ultravioleta
apresentam, em sua composi¢cdo complexa, diferentes moléculas, destacando-se
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metabdlitos especiais como os flavondides, taninos, antraquinonas, alcaloides e
polifendis [36].

Os metabdlitos secundarios de interesse e seus respectivos picos de
absorgcdo foram compostos fendlicos com absorgdo méaxima entre 220-280 nm [37],
esterdides em 254-366 nm [38], flavondides em duas bandas entre 250-285 nm e
320-385 nm [39], alcaloides em 254-365 nm [40], taninos em 280 nm [41], cumarinas
entre 290-320 nm [42] e as saponinas em pico de 284 nm [43].

Os provaveis metabdlitos encontrados pelo UV/Varredura foram os alcaloides
na regido entre 254-365 nm detectados para unha de gato, garrafada e ipé roxo. As
saponinas que séo detectadas em pico de 284 nm e taninos observados no
comprimento de onda de 280 nm podem ser atribuidas para equinacea, unha de
gato e garrafada. Esteréides foram detectados na tintura de ipé roxo no comprimento
de 254-366 nm. Flavondides nos picos entre 254 nm e 340-352 nm na tintura de ipé
roxo. Cumarinas e compostos fenolicos ndo foram detectados nas varreduras
realizadas.

Nem todos o0s metabdlitos secundarios encontrados pelo teste
farmacognostico detectados pelo UV/Varredura se assemelham aos realizados com
as amostras vegetais. Pelo UV/Varredura foi possivel identificar alcaloides,
esterdides e flavondides na tintura de ipé roxo. Esteréides nao haviam sido
identificados nas amostras vegetais e a tintura de ipé roxo ndo havia apresentado
positividade para qualquer metabalito pelo teste farmacogndstico.

O teste de hemolise in vitro vem sendo empregado rotineiramente em estudos
de toxicidade de plantas medicinais, visto que as plantas contém principios ativos
responsaveis pelas propriedades terapéuticas a elas atribuidas, mas, também, por
reacoes adversas que podem aparecer em decorréncia de uso indevido ou contato
direto com a mesma [44].

A Tabela 4 apresenta as médias percentuais de eritrécitos intactos e da
atividade hemolitica obtida pela exposicdo da garrafada e dos controles de extrato,
tinturas e também do &lcool a 4,5 mg.mL™ em eritrécitos humanos. O &lcool na
concentracdo de 4,5 mg.mL™ foi testado para verificar se esse teor presente na
garrafada causava hemolise ou se uma possivel hemolise seria provocada apenas
as espécies vegetais presentes na garrafada.
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Tabela 4. Percentuais de eritrécitos intactos e de hemolise ap6s exposi¢éo da garrafada e
dos controles de extrato, tinturas e alcool a 4,5 mg.mL™ em eritrécitos humanos.

Amostras Concentragéo (mg.mL™) % Eritrocitos Intactos % Hemolise
Garrafada 200 100,00 0,00
20 100,00 0,00
2 100,00 0,00
Equinacea 500 64,64 35,36
50 100,00 0,00
5 100,00 0,00
Graviola 200 61,96 38,04
20 60,72 39,28
2 100,00 0,00
Ipé roxo 200 52,57 47,43
20 47,17 52,83
2 99,60 0,40
Sucupira 200 88,04 11,96
20 66,20 33,80
2 93,95 6,05
Unha de gato 200 100,00 0,00
20 100,00 0,00
2 99,02 0,98
Alcool 4,5 99,75 0,25
C() ~ PBS 100,00 0,00
C (+) Acido acético 2% 6,45 93,55

Os dados da Tabela 4 mostraram que os tubos de ensaio contendo solugcao
PBS, utilizados como controle negativo, ndo tiveram hemolise apds exposicdo aos
eritrécitos  humanos, indicando que o0s eritrocitos resistiram as condi¢cfes
experimentais do teste e agueles expostos ao acido acético, como controle positivo,
tiveram lise significativa, validando o teste.

Os efeitos citotoxicos dos extratos em eritrocitos humanos revelaram
atividade hemolitica para as amostras de equindcea na concentracdo de 500
mg.mL™ (35,36%), de graviola nas concentraces de 200 mg.mL™ (38,04%) e 20
mg.mL™ (39,27%), de ipé roxo nas concentracdes de 200 mg.mL™ (47,42%) e 20
mg.mL™ (52,82%), de sucupira nas concentracdes de 200 mg.mL™? (11,95%) e 20
mg.mL™ (33,80%), sendo que a maior percentagem de hemdlise foi encontrada na
concentracdo de 20 mg.mL™ com a tintura de ipé roxo (52,82%). J& a tintura de unha
de gato e a garrafada ndo apresentaram atividade hemolitica nas concentracdes
testadas.

O efeito citotéxico do &lcool a 4,5 mg.mL™ em eritrécitos humanos revelou
uma atividade hemolitica muito fraca, mostrando 0,25% de hemodlise. Assim, a
hemdlise encontrada € proveniente das amostras vegetais e nao do alcool presente
em sua formulacéo.

A Figura 9 mostra a placa de Elisa com os sobrenadantes das amostras
vegetais apds teste de hemdlise. A placa esta identificada de A a H no lado
esquerdo e de 1 a 12 no canto superior. A Figura 10 mostra a disposicao das
amostras na placa.
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Figura 9. Placa de Elisa com garrafada e controles

hemolise.
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Figura 10. Disposicdo da garrafada e controles na placa de Elisa.

O teste de hemdlise mostrou efeito citotéxico das amostras de equinacea,
graviola, ipé roxo e sucupira aos eritrocitos humanos. Diferentemente dos resultados
encontrados com o bioensaio de A. salina, em que a tintura de unha de gato foi a
mais toxica as larvas e a garrafada que apresentou sensibilidade ao microcrustaceo.
Neste teste de acdo hemolitica, a tintura de unha de gato e a garrafada nao
mostraram citotoxicidade.

A acdo hemolitica se deve a presenca de alguns metabdlitos secundarios,
como os alcaloides, que mesmo em pequenas quantidades sdo substancias
naturalmente téxicas [44], aos taninos que interagem com proteinas e outras
macromoléculas que lhe conferem atividades téxicas e aglutinantes [45] e
principalmente as saponinas. O efeito hemolitico das saponinas € resultante da sua
capacidade de interagir com os componentes da membrana celular dos eritrécitos,
principalmente com as moléculas de colesterol, induzindo uma deformacdo na
membrana com consequente extravasamento do conteddo intracelular [44].

Em relacdo a hemdlise encontrada, apenas as espécies de equinacea
(saponinas e taninos) e graviola (saponinas) possuem metabdlitos com acéo
hemolitica. A alta atividade hemolitica apresentada pela tintura de ipé roxo na
concentracdo de 20 mg.mL™ pode ser justificada pelos alcaloides evidenciados no
UV/Varredura, pois essas substancias possuem poder citotoxico [44].

O fracionamento e isolamento de compostos naturais de classes distintas, tais
como flavondides, triterpenos, esterdis e compostos aromaticos simples, podem ser
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guiados por ensaio de letalidade com microcrustaceo, pois € um método util na
avaliacao de bioatividade, poupando a necessidade de ensaios posteriores in vitro e
in vivo mais dispendiosos [46].

As Tabelas 5 e 6 apresentam as médias percentuais da mortalidade das
larvas de A. salina expostas a diferentes concentracoes da garrafada e dos controles
de tinturas de sucupira, unha de gato e do controle do extrato de equinacea,
respectivamente.

Tabela 5. Percentuais de mortalidade de A. salina frente as diferentes concentracdes da garrafada e

dos controles de tinturas de sucupira e unha de gato.

Concentracdes Garrafada Sucupira Unha de gato
(mg.mL™)

200 100,00 + 0,00 (3) 100,00 + 0,00 (3) 100,00 + 0,00 (3)
20 100,00 + 0,00 (3) 100,00 + 0,00 (3) 100,00 + 0,00 (3)

10 100,00 + 0,00 (3) 100,00 + 0,00 (3) 100,00 + 0,00 (3)

2 100,00 + 0,00 (3) 100,00 + 0,00 (3) 100,00 + 0,00 (3)

1 93,33+ 6,67 (3) 93,33+ 3,33(3) 90,00 £ 5,77 (3)

0,2 70,00 £ 5,77 (3) 70,00 £ 5,77 (3) 90,00 £ 0,00 (3)
0,1 60,00 £ 0,00 (3) 70,00 + 10,00 (3) 76,67 £+ 8,82 (3)
0,05 40,00 + 11,55 (3) 66,67 + 3,33 (3) 66,67 + 8,82 (3)
0,025 43,33 £ 6,67 (3) 50,00 + 17,32 (3) 70,00 + 10,00 (3)
C() 43,33 + 3,33 (3) 30,00 + 15,28 (3) 46,67 + 6,67 (3)
CH) 96,67 £ 3,33 (3) 96,67 + 3,33 (3) 86,67 + 8,82 (3)

C (-): Controle negativo; C (+): Controle positivo. Os numeros entre parénteses representam o
namero de triplicatas (n). Resultados expressos em média + SEM de n triplicatas.

Tabela 6. Percentuais de mortalidade de A. salina frente as diferentes concentracdes do controle de
extrato de equinacea.

Concentracgbes (mg.mL™) Equinacea
500 100,00 + 0,00 (3)
50 100,00 + 0,00 (3)
25 100,00 + 0,00 (3)

5 100,00 + 0,00 (3)
2,5 86,67 + 13,33 (3)
0,50 100,00 + 0,00 (3)
0,25 60,00 + 10,00 (3)
0,0625 50,00 + 10,00 (3)
C() 30,00 + 15,28 (3)
C (+) 96,67 + 3,33 (3)

C (-): Controle negativo; C (+): Controle positivo. Os ndimeros entre parénteses representam o
nuamero de triplicatas (n). Resultados expressos em média £ SEM de n triplicatas.

Os dados das Tabelas 5 e 6 mostraram que o0s tubos de ensaio contendo
solucéo salina, utilizados como controles negativos, tiveram baixa mortalidade para
0S microcrustaceos, indicando que as larvas sobreviveram nas condicfes
experimentais do teste, durante o periodo do bioensaio.

Verificou-se que até a concentracdo de 2 mg.mL™ houve mortalidade de
100% dos microcrustaceos para a garrafada, sucupira e unha de gato. Ja para o
extrato de equinacea ainda houve mortalidade de 100% na concentragdo de 0,5
mg.mL™. Verificaram-se valores maiores de mortalidade frente as concentracdes das
tinturas de unha de gato, seguido de sucupira. Outro trabalho também demostrou
toxicidade da espécie vegetal sucupira a A. salina [47]. Na concentracdo de 0,025
mg.mL™ da tintura de unha de gato ainda houve mortalidade de 70%, sendo a
amostra mais toxica. A garrafada teve mortalidade significativa até a concentragcao

45



de 0,1 mg.mL™, mostrando-se menos téxica que as outras amostras as larvas de A.
salina.

As Figuras 11 e 12 foram construidas com dados das Tabelas 5 e 6,
respectivamente. Estes graficos permitiram encontrar os valores da percentagem de
mortalidade das larvas de A. salina em relacdo as concentracfes das amostras. A
concentracédo letal de extrato capaz de eliminar 50% das larvas € chamada de CLsg

e foi encontrada nas concentracdes de 0,025 mg.mL™ para sucupira e de 0,0625
mg.mL™ para equinacea.
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Figura 11. Percentagem de mortalidade de A. salina frente & garrafada e aos
controles das tinturas de sucupira e unha de gato.
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Figura 12. Percentagem de mortalidade de A. salina frente ao controle do
extrato de equinacea.
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O ensaio de toxicidade a A. salina mostrou sensibilidade do microcrustaceo a
garrafada, aos controles de sucupira, unha de gato e de equinacea. A tintura de
unha de gato foi a mais toxica a fase larval em relacdo as outras amostras. Essa
tintura também foi a que mais apresentou metabdlitos secundérios, como saponinas,
alcaloides, taninos e flavonoides que podem estar relacionados diretamente com
essa atividade. Em relacdo a garrafada, a presenca de saponinas, flavondides e
cumarinas ou outras substancias, cujas classes foram indicadas pelos testes
farmacognosticos pode ser responsavel pela atividade biolégica evidenciada neste
ensaio.

Para avaliagdo da atividade antimicrobiana, apresentam-se, na Tabela 7, as
meédias dos halos de inibicdo para determinacdo da atividade da garrafada e dos
controles de extrato e tinturas frente a cepa de E. coli ATCC 25922, obtidas pelo
teste mostrado na Figura 13.

Tabela 7. Avaliagdo da atividade antimicrobiana da garrafada e controles por difusdo em
disco frente a cepa de E. coli ATCC 25922.

Amostras Concentracéo Médias do diametro do halo
(mg.mL™) de inibigdo (mm)

Garrafada 200 0
Equinacea 500 0
Graviola 200 12
Ipé roxo 200 10
Sucupira 200 8
Unha de gato 200 8
Alcool 4,5 0
Agua destilada - 0
Ceftazidima 30 pg 28

0: auséncia de halo de inibicdo de crescimento

Figura 13. Foto da placa de a4gar Mieller-Hinton apés
teste de atividade antimicrobiana da garrafada e
controles frente a cepa de E. coli.

Os dados da Tabela 7 mostraram que os discos contendo agua e alcool a 4,5
mg.mL?, utilizados como controles negativos, n&o inibiram o crescimento bacteriano
e o disco de ceftazidima, utilizado como controle positivo; mostrou halo significativo
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de inibicdo bacteriana, validando o teste.

Verificou-se que o micro-organismo teste mostrou sensibilidade a algumas
espécies vegetais. As tinturas de graviola, ipé roxo, sucupira e unha de gato
mostraram-se ativas frente & cepa testada, apresentando halos de inibicdo de
crescimento de 12, 10, 8 e 8 mm de diametro respectivamente. As concentracdes de
20 mg.mL™ e 2 mg.mL™ para graviola, ipé roxo, sucupira, unha de gato e garrafada e
as concentracdes de 50 mg.mL'1 esS mg.mL'1 para equinacea ndo apresentaram
atividade.

A presenca de sensibilidade das amostras vegetais frente a bactéria Gram
negativa E. coli estd de acordo com informacdes contidas na literatura para as
tinturas de sucupira [47], unha de gato [48], graviola [49] e ipé roxo [50], pois ha
relatos de atividade antibacteriana. A acdo antimicrobiana atribuida as plantas,
muitas vezes esta relacionada a presenca de saponinas [51], substancias que foram
encontradas nas espécies de unha de gato e graviola pela triagem farmacognéstica.

Ja o extrato de equinidcea e a garrafada ndo apresentaram sensibilidade
neste teste. Comparando-se a garrafada com as demais tinturas testadas, pode-se
verificar que a mistura de substancias ou concentracfes inferiores de extratos de
plantas presentes na garrafada podem estar relacionadas com a auséncia de
sensibilidade ao micro-organismo testado. Além disso, a dupla membrana
apresentada pelas bactérias Gram negativas forma um envelope complexo, sendo
responsavel pela menor sensibilidade desses micro-organismos frente aos extratos
vegetais [52], o que poderia explicar os halos de inibicdo préximos ao valor de
referéncia e a inatividade apresentada pela equinacea e garrafada.

Estudos de toxicidade in vitro foram utilizados inicialmente, pois permitiram
predizer a toxicidade de uma substancia aos seres humanos com a utilizacdo de
micro-organismos testes [53]. Esses ensaios permitiram limitar o ndmero das
variaveis experimentais e serviram como um estudo precedente ao teste in vivo [54].

Em relagéo ao teste in vivo, verificou-se, nos tratamentos de dose Unica e 30
dias, decréscimo da atividade motora em 3 animais (n=5) do grupo [ALC1] e 2
animais (n=5) do grupo [ALC2], respectivamente, ap0s a administracdo de alcool na
concentracdo de 0,005 mL.Kg™. Esse efeito foi reversivel e ocorreu entre 4 a 6 horas
apos a administracao. O efeito depressor do alcool sobre o sistema nervoso central
ja estd bem caracterizado, atuando principalmente no aumento da resposta inibitéria
do neurotransmissor acido gama-aminobutirico (GABA) e também pela inibicdo de
resposta do neurotransmissor excitatorio glutamato em receptores N-metil-D-
Aspartato (NMDA) [55]. Outros sinais e sintomas nao foram observados durante os
tratamentos.

A Tabela 8 mostra a variacdo média de peso corporal dos animais durante os
tratamentos com uma Unica dosagem e de 30 dias.

Tabela 8. Variacdo de peso corporal dos ratos com os tratamentos utilizados.
Tratamento dose Unica

CON1 ALC1 GRF1
Variagdo de peso (g) 42,20 + 6,08 (5) 50,80 + 5,14 (5) 47,75 + 3,06 (5)
Tratamento de 30 dias
CON2 ALC2 GRF2
47,00 £ 10,33 (5) 70,80 £ 6,01 (5) 59,00 £ 9,09 (5)

Os numeros entre parénteses representam o nimero de animais (n). Resultados expressos
em média £ SEM de n animais.
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Apesar das variacdes de peso observadas entre 0s grupos, o ganho de peso
corporal dos ratos neste estudo ndo foi significativo com a exposicdo ao alcool na
concentracdo de 4,5 mg.mL™. J& outros autores mostraram alteracdes significativas
de peso, sendo que as diminuicbes e aumentos de peso ocorreram de acordo com a
guantidade de alcool exposta [26, 56].

Na Tabela 9, verificam-se os resultados das andlises bioquimicas com os
tratamentos utilizados.

Tabela 9. Efeito dos tratamentos em pardmetros bioquimicos nos ratos tratados.

Tratamento dose Unica

CON1

ALC1

GRF1

Acido trico (mg.dL™)
ALT (U.L™

AST (U.L™)

BD (mg.dL™)

Bl (mg.dL™)

BT (mg.dL™)
Colesterol (mg.dL™)
Creatinina (mg.dL™)
FA (UL

Ferro (ug.dL™)

GGT (U.L™

Glicose (mg.dL™)
PCR (mg.dL™)
Triglicerideos (mg.dL™)
Ureia (mg.dL™)

0,89 + 0,07 (4)
36,05 + 4,67 (4)
85,20 + 6,65 (4)
0,01 + 0,01 (4)
0,06 + 0,02 (4)
0,07 + 0,02 (4)
75,15 + 4,66 (4)
0,29 + 0,01 (4)
170,58 + 22,87 (4)
175,73 + 29,71 (4)
0,00 + 0,00 (4)
103,60 + 9,61 (4)
0,00 + 0,00 (4)
56,75 + 6,35 (4)
33,85 + 3,47 (4)

1,82 + 0,37 (5) **
34,12 + 2,19 (5)
78,18 + 6,03 (5)
0,03 + 0,02 (5)
0,10 + 0,05 (5)
0,13 + 0,05 (5)

89,13 + 2,98 (4) *
0,29 + 0,02 (5)°
159,90 + 4,48 (4)
115,05 + 2,88 (4)
0,14 + 0,14 (5)

67,48 + 10,89 (5) *
0,01 + 0,01 (5)
58,95 + 6,92 (4)
36,10 + 2,54 (5)

1,64 + 0,06 (4) *
30,18 + 0,82 (5)
88,42 + 6,44 (5)
0,04 + 0,02 (5)
0,04 + 0,01 (5)
0,08 + 0,03 (5)
84,72 + 3,89 (5)
0,24 + 0,01 (5) *
139,38+ 19,36 (5) *
182,46 + 16,86 (5)°
0,00+ 0,00 (5)
116,06+ 14,24 (5)°
0,00 # 0,00 (5)
69,30 + 13,61 (4)
35,10 + 2,03 (5)

Tratamento de 30 dias

CON2

ALC2

GRF2

Acido trico (mg.dL™)
ALT (U.L™

AST (U.L™)

BD (mg.dL™)

Bl (mg.dL™)

BT (mg.dL™)
Colesterol (mg.dL™)
Creatinina (mg.dL™)
FA (U.L™

Ferro (ug.dL™)

GGT (U.L™

Glicose (mg.dL™)
PCR (mg.dL™)
Triglicerideos (mg.dL™)
Ureia (mg.dL™)

0,45 * 0,11 (4)
35,60 + 1,08 (5)
101,90 + 15,85 (5)
0,01 + 0,01 (5)
0,17 + 0,02 (5)
0,17 + 0,02 (5)
67,73 £ 2,47 (4)
0,29 + 0,01 (5)
86,15 + 6,03 (4)
172,98 + 7,76 (4)
0,00 + 0,00 (5)
140,63 * 9,46 (4)
0,00 + 0,00 (5)
55,83 + 7,35 (4)
39,88 + 2,82 (5)

3,38+0,17 (5) *
32,45 + 2,53 (4)
108,52 + 25,18 (5)
0,02 + 0,01 (5)
0,08 + 0,01 (5) ***
0,10 + 0,01 (5) *
75,70 + 2,44 (4)
0,23 +0,01 (5) *
110,00 + 4,56 (4) *
229,48 + 13,65 (4) **
0,28 + 0,16 (5)
163,35 + 12,91 (4)
0,00 + 0,00 (5)
60,53 + 5,48 (4) °
37,38 + 1,30 (5)

0,63 + 0,12 (4)
31,06 + 2,16 (5)
76,50 + 10,13 (4)

0,02 + 0,01 (5)
0,09 + 0,02 (5) **
0,10 + 0,01 (5) *
73,96 + 1,34 (5)
0,28 + 0,02 (5) °

77,25+ 6,91 (4) *®

164,98 + 4,45 (4) **°

0,18+ 0,11 (5)
118,64 + 4,45 (5) ¥
0,00 + 0,00 (5)
35,70 + 3,27 (4) *
38,60 + 2,00 (5)

ALT, alanina aminotransferase; AST, aspartato aminotransferase; BD, bilirrubina direta; Bl, bilirrubina
indireta; BT, bilirrubina total; FA, fosfatase alcalina; GGT, gama glutamiltransferase; PCR, proteina C
reativa. Os nimeros entre parénteses representam o nimero de animais (n). Resultados expressos
em média £ SEM de n animais.

* p <0.05, p valor comparado com o grupo controle.

** p < 0.005, p valor comparado com o grupo controle.

*** n < 0.001, p valor comparado com o grupo controle.

% p < 0.05, p valor comparado entre os grupos da garrafada e do alcool.

s p < 0.005, p valor comparado entre os grupos da garrafada e do alcool.

888 p < 0.001, p valor comparado entre os grupos da garrafada e do alcool.

Os ratos tratados com alcool e garrafada mostraram um nivel elevado e
significativo de acido urico. Este aumento ocorreu com os grupos [ALC1], [GRF1] e
[ALC2]. A Figura 14 (a) mostra que o acido urico aumentou em 104% no grupo
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[ALC1] (p<0,005) e em 84% (p<0,05) no grupo [GRF1] em comparacdo com 0
controle. O aumento de acido Urico nesses grupos provavelmente € decorrente da
presenca de alcool na garrafada. Esse aumento € relevante, pois, apenas com uma
dosagem, houve alteracédo significativa deste parametro.

No grupo [ALC2], o aumento de &cido urico foi ainda mais expressivo, sendo
que mostrava valores de 0,45 + 0,11 mg.dL™ de &cido urico no controle, aumentando
para 3,38 + 0,17 mg.dL™ de 4cido drico (p<0,05), conforme Figura 14 (b). J4 para o
grupo [GRF2], este analito ndo foi significativo, porém, manteve-se em baixas
concentracoes.

Tem sido demonstrado que o uso de &lcool induz a hiperurcemia [57], assim
como ocorreu com 0s grupos [ALC1], [GRF1] e [ALC2]. Com o tratamento de 30
dias, algumas substancias presentes na garrafada atenuaram o efeito hiperuricémico
do alcool em ratos [GRF2] por algum mecanismo desconhecido. O nivel de acido
arico € controlado pela taxa de degradacdo de purinas enddgenas e exdgenas em
acido urico e também pela taxa de excrecdo desse analito [58]. Qualquer fator que
altere a funcéo hepética ou renal pode influenciar nos niveis séricos de acido Urico
[59].

Na Figura 14 (a) e (b), é possivel verificar ainda que os niveis de creatinina
dos grupos [GRF1] e [ALC2] se mostraram significativamente menores em relacao
aos grupos controles (p<0,05). O que ocasionou a diminui¢cado do nivel de creatinina
sérica nao esta esclarecido, visto que a funcdo renal dos ratos pode estar
prejudicada pelo aumento consideravel de acido urico encontrado.
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Figura 14. Parametros bioquimicos Acido drico (mg.dL™) e Creatinina
(mg.dL'l) com os tratamentos de (a) Dose Unica e (b) 30 dias. * p < 0.05, p
valor comparado com o grupo controle. ** p < 0.005, p valor comparado com
0 grupo controle. 8 p < 0.05, p valor comparado entre 0s grupos da

garrafada e do alcool.
No tratamento de 30 dias, as bilirrubinas total e indireta dos grupos [ALC2] e

[GRF2] tiveram seus niveis diminuidos significativamente em relacdo ao grupo
controle. Os niveis de significancia de p valor estéo representados na Figura 15.
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Figura 15. Parametro bioquimico BT, BD e Bl (mg.dL™) com o tratamento de 30 dias.
*p < 0.05, p valor comparado com o grupo controle. ** p < 0.005, p valor comparado com o
grupo controle. *** p < 0.001, p valor comparado com o grupo controle.

Sabe-se que a diminuicdo dos niveis de bilirrubinas mostra melhora da funcéo
hepatica. Alteracdes precoces na bilirrubinemia € um importante fator progndstico
em pacientes com hepatite alcdolica [60]. Neste estudo, foram encontrados niveis
diminuidos de bilirrubinas, tanto para o grupo da garrafada como para o grupo
tratado com &lcool. Esse achado se mostra diferente do esperado, visto que o
consumo de alcool leva ao aumento da bilirrubina sérica, por inibir competivamente
a sua conjugacao [61].

Na Figura 16 (a), observa-se que as unidades de FA diminuiram
significativamente do grupo [GRF1] em relacdo ao controle (p<0,05). Ja no
tratamento de 30 dias, Figura 16 (b), as unidades de FA do grupo [ALC2] se
elevaram em 28% com relacdo ao controle (p<0,05). As unidades de FA do grupo
[GRF2] se mantiveram baixas, porém, apenas significativas em relacdo ao grupo
[ALC2] (p<0,005).
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Figura 16. Parametro bioquimico FA (U.L"l) com os tratamentos de (a)
Dose Unica e (b) 30 dias. * p < 0.05, p valor comparado com o grupo
controle e p < 0.05, p valor comparado entre os grupos da garrafada e do
alcool.

Ja é bem conhecido que aumentos nos niveis séricos de fosfatase alcalina
sdo observados em resposta a exposicao crbnica ao etanol [62] e também em
doencas hepéticas ndo alcoolicas [63]. No figado, a FA é formada por hepatdcitos e
por células da mucosa do trato biliar. Embora a FA de origem hepatica possa estar
aumentada no soro devido a qualquer tipo de hepatopatia ativa, o nivel sérico se
mostra especialmente sensivel a obstrucédo do trato biliar, seja ela intra-hepatica ou
extra-hepatica, e grau leve ou intenso, localizada numa pequena area do figado ou
numa regido mais intensa [62].
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No figado, a fosfatase alcalina esta localizada na membrana celular que une a
borda sinusoidal das células parenquimais aos canaliculos biliares. Como a
fosfatase alcalina esta localizada nas membranas de revestimento dos canaliculos
biliares, essa enzima esta elevada nas desordens do trato biliar. Pelo impedimento
do fluxo biliar, esses aumentos sédo devidos, fundamentalmente, ao incremento na
sintese da enzima, retencdo de acidos biliares no figado, que solubilizam a fosfatase
alcalina e a removem da membrana plasmatica dos hepatdécitos e regurgitacdo da
enzima para a circulacao pelo impedimento da excrec¢ao [64].

Assim, como descrito na literatura, também encontrou-se aumento desta
enzima sérica em ratos apos 30 dias de tratamento com &lcool. Substancias
presentes na garrafada podem ter atenuado a acao do alcool, visto que no grupo
[GRF2] as unidades de FA mantiveram-se significativamente baixas. J& foram
demonstrados efeitos protetores hepaticos e renais das partes aéreas do extrato de
E. purpurea sobre lesbes induzidas pela dietilnitrosamina em ratos [65] e também
efeitos anti-inflamatérios na toxicidade hepéatica induzida por arsénico [66].

As dosagens de glicose do grupo [ALC1l] mostraram-se inferiores em
comparac¢ao com o grupo [CON1] (p<0,05) e do grupo [GRF1] superiores em relagcéo
ao grupo [ALC1] (p<0,05), conforme apresentado na Figura 17 (a). Ja no tratamento
de 30 dias, os niveis de glicose de [GRF2] reduziram em relacdo ao grupo [ALC2]
(p<0,005), como demonstrado na Figura 17 (b).
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Figura 17. Parametro bioquimico Glicose (mg.dL™) com os
tratamentos de (a) Dose Unica e (b) 30 dias. * p < 0.05, p
valor comparado com o0 grupo controle. s p < 0.05, p valor
comparado entre os grupos da garrafada e do alcool.

O A&lcool também demonstra ter relagdo direta com alteracdes sobre o
metabolismo da glicose [67]. Baixas doses de alcool tém sido associadas ao
aumento na sensibilidade a insulina, sendo este um efeito benéfico. Alem disso, a
influéncia do alcool no metabolismo da glicose exige que sejam considerados fatores
como o tempo de tratamento e a concentracdo ingerida de alcool [68]. Tambéem
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influencia no metabolismo da glicose, inibindo tanto a gliconeogénese quanto a
glicogendlise. A ingestdo aguda de alcool em jejum pode provocar hipoglicemia,
especialmente nos casos de depdsitos de glicogénio esgotados. Estudos em
animais sugeriram que o0 etanol causa hipoglicemia por interferir com a
gliconeogénese, bem como a sintese de glicogénio [69], justificando as baixas
concentragdes de glicose encontradas nos grupo [ALC1].

O grupo [GRF1] apresentou aumento significativo da glicemia em relacdo ao
grupo [ALC1]. A intoxicacdo alcodlica aguda pode desencadear uma hiperglicemia
moderada e transitoria pelo efeito do stress oxidativo divido a producdo de
acetaldeido [70]. Ja em uma segunda fase, o consumo cronico de alcool pode
desencadear a diminuicdo dos niveis glicémicos [71]; tal situacdo ocorre devido ao
blogueio do ciclo de Krebs [70].

Os animais do grupo [GRF2] apresentaram diminuicdo dos niveis
glicémicos. Como no grupo tratado com alcool ndo obteve-se o mesmo resultado,
provavelmente esse efeito hipoglicemiante é resultante de compostos das espécies
vegetais presentes na garrafada. O extrato aquoso de A. muricata, por exemplo,
possui atividade antidiabética com acao antioxidante e protetora sobre as células 3
pancreéticas, que, por sua vez, melhoram o metabolismo da glicose [72] e também
com a espécie P. emarginatus [16], em que foi descrita atividade hipoglicémica em
um estudo sobre o uso de plantas tradicionais.

Na Figura 18 (a), verifica-se que as determinacdes de colesterol foram
significativas para o grupo [ALC1] em relagcédo ao controle com (p<0,05), aumentando
em 19%. Ja& os niveis de triglicerideos, representados na Figura 18 (b), foram
significativos para o grupo [GRF2], diminuindo em 36% em relagdo ao controle
(p<0,05) e aumentando os niveis em [ALC2] em relacdo a [GRF2] (p<0,05).
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Figura 18. Parametros bioquimicos Colesterol (mg.dL™) com tratamento de Dose
Unica (a) e Triglicerideos (mg.dL"l) e 30 dias (b). * p < 0.05, p valor comparado
com o grupo controle. s p < 0.05, p valor comparado entre os grupos da garrafada
e do alcool.

Os efeitos sobre os niveis de colesterol e de triglicerideos foram diferentes
nos dois tratamentos. O aumento dos niveis de colesterol em 13,98 mg.dL™ no grupo
[ALC1] pode refletir no aumento da absorcéo do colesterol dietético ou na indugéo
da absorcéo de colesterol pelo alcool [73]. Como o colesterol é soluvel em alcool, a
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transferéncia de colesterol sélido para micelas de sais biliares no intestino pode ter
sido aumentada na presenca de alcool [74]. Esses achados foram consistentes com
estudos anteriores, indicando que o alcool afetou o metabolismo lipidico [75], com
aumento dos niveis de colesterol em ratos tratados com alcool [26].

Os niveis de triglicerideos diminuiram significativamente no grupo da
garrafada (20,13 mg.dL™") e aumentaram no grupo do &lcool (24,83 mg.dL™?) em
comparacao com a garrafada. A queda nos niveis de triglicerideos no grupo [GRF2]
pode estar relacionada com um efeito encontrado em extrato de T. avellanedae.
Nesse estudo, ratas ovarectomizadas alimentadas com extrato de ipé roxo
apresentaram perda de peso, diminuicdo da gordura corporal e dos niveis de
triglicerideos. Esse efeito antiobesidade do extrato deveu-se a capacidade de
prevenir a acumulacao de triglicerideos em adipdcitos mostrado no estudo [76].

Ja o alcool causa acumulacdo de triglicerideos hepaticos, podendo levar a
esteatose e a uma hipertrigliceridemia alcool dependente. Esse acumulo de
triglicerideos é devido a um aumento da sintese hepatica das VLDL diretamente
ligada ao aumento da relacdo NADH/NAD, que é responsavel pelo bloqueio da
oxidacdo dos acidos graxos e do ciclo de Krebs. O excesso de acidos graxos é
utilizado para a sintese dos triglicerideos [70].

O acumulo de gordura e depdsitos de colesterol [77] também reduz a funcao
hepatica. Alguns autores consideram que essa deterioragdo € progressiva,
comecando com algumas alteragcdes do perfil lipidico, seguidas por uma fase
potencialmente compensatéria e, finalmente, resultando em insuficiéncia hepatica.
Além disso, essa deterioracdo progressiva do figado pode ser responsavel pelo
desaparecimento da hiperlipidemia encontrada em alguns casos de consumo
cronico de alcool [78], o que explicaria nossos achados de colesterol em animais
tratados por 30 dias.

Na dosagem do ferro sérico, verificou-se aumento dos niveis no grupo
[GRF1], porém, ndo foram significativos em relagdo ao controle (p>0,05), conforme
Figura 19 (a). J& com o tratamento de 30 dias, houve aumento significativo dos
niveis no grupo [ALC2] em relacdo ao controle (p<0,005), como demonstra a Figura
19 (b), e esse aumento foi de 33%.
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Figura 19. Parametro bioquimico Ferro (pg.dL'l) com os tratamentos de (a) Dose
Unica e (b) 30 dias.* p < 0.05, p valor comparado com o grupo controle. 8 p <0.05 p
valor comparado entre os grupos da garrafada e do alcool.

Sabe-se que o consumo regular de alcool é responsavel pela interrupgcéao do
metabolismo normal do ferro, resultando no excesso e deposi¢cado desse elemento no
figado. E provavel que as duas principais proteinas do seu metabolismo, a ferritina e
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a transferrina, estejam envolvidas nesse processo. A ferritina é a forma de
armazenamento de ferro, enquanto a transferrina é a proteina transportadora de
ferro. O alcool afeta a estrutura da molécula de transferrina, fazendo com que se
torne carboidrato deficiente, resultando num aumento da concentragédo de ferritina
no plasma [79].

Os danos teciduais na doenca hepética alcodlica e na hemocromatose sdo
causados pelo excesso de alcool e ferro, respectivamente. Acredita-se que o0s
mecanismos desses danos sejam semelhantes em ambas as doencgas e envolvem a
toxicidade mediada por radicais livres. Se o ferro e o alcool estiverem em excesso, é
provavel que possa ocorrer eventos hepatotoxicos sinérgicos [79].

Mecanismos definitivos de danos hepaticos devidos ao ferro, alcool e sua
interacdo n&o s&o claramente compreendidos, embora mecanismos semelhantes
sdo relacionados a ambas as condicbes. O estresse oxidativo, resultando em
peroxidacéo lipidica e leséo celular, tem sido implicado como fator causal [80].

Efeitos nocivos do alcool e seus produtos derivados sobre a funcédo
hepatocelular sdo pertinentes. A exposicao ao alcool causa esteatose, disfuncdo das
membranas mitocondriais e celulares, hipdxia e estresse oxidativo. Em
concentragbes milimolares, o alcool afeta diretamente a funcdo microtubular e
mitocondrial e a fluidez da membrana. A patogenia da toxicidade hepatica pelo
alcool esta relacionada com o acetaldeido (o principal metabdlito intermediario do
alcool), induz peroxidacdo e formacdo do aduto acetaldeido-proteina,
desorganizando ainda mais 0 citoesqueleto e a funcdo das membranas. O
metabolismo pelo citocromo P-450 produz espécies reativas de oxigénio (ROS), que
reagem com proteinas celulares, danificam as membranas e alteram a funcéo
hepatocelular. Além disso, 0 prejuizo do metabolismo hepéatico da metionina
induzido pelo alcool provoca diminuicdo dos niveis intra-hepaticos de glutationa,
consequentemente sensibilizando o figado a lesdo oxidativa. A inducdo de CYP2E1
e outras enzimas do citocromo P-450 no figado pelo alcool aumenta o catabolismo
do alcool no reticulo endoplasmatico e intensifica a conversdo em metabdlitos
toxicos [81].

Os resultados dos demais parametros bioquimicos, AST, ALT, BD, GGT, PCR
e ureia, dos tratamentos de dose Unica e de 30 dias, ndo foram significativos entre
0s grupos (p>0,05).

A Tabela 10 mostra as determinacfes das analises de coagulacao, sendo que
TAP, RNI, KPTT e ratio ndo mostraram diferencas significativas (p>0,05).
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Tabela 10. Efeito dos tratamentos em pardmetros de coagulagéo nos ratos tratados.

Tratamento dose Unica

CON1

ALC1

GRF1

TAP (s)

TAP Atividade (%)

16,53 £ 0,51 (4)
79,07 + 3,30 (4)

17,05 £ 0,47 (4)
75,64 + 3,06 (4)

16,06 + 0,44 (5)
82,24 + 3,00 (5)

RNI 1,25+ 0,04 (4) 1,29 £ 0,04 (4) 1,21 £ 0,03 (5)
KPTT (s) 19,75 + 0,48 (4) 20,50 £ 0,65 (4) 20,60 £ 0,75 (5)
Ratio 0,99 + 0,02 (4) 1,00 £ 0,04 (4) 1,01 £ 0,04 (5)
Tratamento de 30 dias
CON2 ALC2 GRF2
TAP (s) 19,75 + 0,63 (4) 19,02 + 0,26 (5) 20,23 £1,11 (4)

TAP Atividade (%)

63,53 + 1,08 (4)

65,16 + 1,11 (5)

61,36 + 3,58 (4)

RNI 1,47 0,03 (4) 1,43 £ 0,02 (5) 1,53 + 0,09 (4)
KPTT (s) 21,50 + 0,65 (4) 19,25 + 0,25 (4) 21,00 + 0,91 (4)
Ratio 1,08 + 0,03 (4) 0,97 + 0,01 (4) 1,05 + 0,05 (4)

Os nlimeros entre parénteses representam o nimero de animais (n). Resultados expressos em média
+ SEM de n animais.

Na literatura, ha fortes evidéncias de que o alcool prejudique a funcdo dos
fatores de coagulacdo. O Acetaldeido, produto do metabolismo do alcool, medeia
estes efeitos pela inativacdo da trombina, fator Xa, fibrinogénio, Il, VIl e X, inibe a
atividade da transglutaminase do factor Xllla e forma complexos com
glicosaminoglicanos para sinergicamente inibir os fatores IX, IXa, X e Xa [82] com
consequente prolongamento dos tempos de coagulacdo. Além disso, um composto
presente na T. avellanedae, o lapachol, também mostrou alteracfes na hemostasia,
por ter estrutura similar a vitamina K, porém, é um inibidor reversivel dessa vitamina
[12, 83]. Apesar desses relatos cientificos sobre os produtos estudados, ndo foram
observadas altera¢cdes na coagulagdo em nosso estudo.

Na Tabela 11, apresentam-se o0s resultados dos diferentes parametros
hematolégicos dosados. Apenas o numero de hemacias (p<0,05) e de leucécitos
(p<0,05) do grupo [ALC2] foram significativos em relacdo ao controle. Esses
resultados estao representados na Figura 20 (a) e (b), respectivamente.
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Tabela 11. Efeito dos tratamentos em parAmetros hematoldgicos nos ratos tratados.

Tratamento dose Unica

CON1

ALC1

GRF1

Hemacias (10°.uL™)
HB (g.dL™)
HTC (%)
VCM (fL)
HCM (pg)
CHCM (g.dL™)
RDW (%)
Reticuldcitos (%)
Leucdcitos (%)
Basdfilos (%)
Bastdes (%)
Eosindfilos (%)
Linfocitos (%)
Mondcitos (%)
Neutroéfilos (%6)
Plaquetas (UL™)
VPM (fL)

7,65 £ 0,09 (4)
13,85 + 0,21 (4)
41,47+ 0,67 (4)
53,86 + 0,71 (4)
18,05 + 0,18 (4)
33,51+ 0,11 (4)
14,01 + 0,44 (4)
9,82 + 0,43 (4)
5050 + 710 (4)
0,00 + 0,00 (4)
0,50 + 0,29 (4)
0,00 + 0,00 (4)
73,25 + 2,53 (4)
3,25 + 0,85 (4)
23,00 £ 2,16 (4)

656000 + 55514 (4)

6,55 + 0,16 (5)

8,18 + 0,17 (5)
15,03 + 0,34 (5)
44,80 + 0,97 (5)
54,64 + 0,68 (5)
18,41 + 0,18 (5)
33,71 0,09 (5)
13,56 + 0,27 (5)
13,15 + 1,78 (5)
5300 + 1064 (5)
0,00 + 0,00 (5)
0,00 + 0,00 (5)
0,00 + 0,00 (5)
76,20 + 1,39 (5)
1,60 £ 0,75 (5)
22,20 + 1,66 (5)

671480 + 115983 (5)

6,59 + 0,27 (5)

7,92 0,24 (5)
14,33 + 0,46 (5)
43,20 + 1,46 (5)
54,45 + 0,59 (5)
18,11 + 0,22 (5)
33,15 + 0,07 (5)
13,94 + 0,27 (5)
9,87 + 0,49 (5)
4940 + 708 (5)
0,00 + 0,00 (5)
0,60 + 0,40 (5)
0,00 + 0,00 (5)
71,80 + 4,83 (5)
2,60 1,17 (5)
25,00 + 4,02 (5)

589975 + 72667 (4)
6,07 0,15 (5)

Tratamento de 30 dias

CON2

ALC2

GRF2

Hemacias (10°.uL™)
HB (g.dL™)
HTC (%)
VCM (fL)

HCM (pg) |
CHCM (g.dL™)
RDW (%)
Reticulécitos (%)
Leucécitos (uL™)
Basofilos (%)
Bastdes (uL™)
Eosinéfilos (uL™)
Linfocitos (uL™)
Mondcitos (UL™)
Neutréfilos (uL™)
Plaquetas (uL™)
VPM (fL)

8,50 * 0,23 (5)
15,20 + 0,48 (5)
43,20 + 1,47 (5)
50,61 + 0,73 (5)
17,86 + 0,11 (5)
35,30 + 0,36 (5)
15,48 + 0,52 (5)
13,42 + 1,37 (5)
6360 + 1231 (5)
0,00 + 0,00 (5)
0,40 + 0,27 (5)
0,40 * 0,45 (5)
64,40 + 3,03 (5)
1,80 + 1,02(5)
33,00 £ 2,74 (5)

692600 + 90073 (4)

6,55 + 0,23 (5)

7,84+ 0,18 (5) *
14,56 + 0,25 (5)
40,60 + 0,91 (5)
51,29 + 0,41 (5)
18,56 + 0,15 (5)
36,19 + 0,19 (5)
14,58 + 0,42 (5)
14,84 + 3,14 (5)
3400 + 731 (5) *
0,00 + 0,00 (5)

0,80 + 0,65 (5)

0,00 + 0,00 (5)

68,80 + 4,63 (5)
3,60 + 1,15 (5)

25,40 + 3,55 (5)

647840 + 74957 (5)

6,45 + 0,14 (5)

7,96 % 0,14 (5)
14,96 + 0,29 (5)
41,00 + 0,94 (5)
51,09 + 0,53 (5)
18,67 + 0,18 (5)
36,55 + 0,12 (5)
15,08 + 0,10 (5)
14,37 + 2,21 (5)
4260 + 449 (5)
0,00 + 0,00 (5)
0,40 % 0,27 (5)
0,20 % 0,22 (5)
72,40 £ 6,47 (5)
2,20 0,74 (5)
24,80 + 5,80 (5)

629860 + 69280(5)
6,26 + 0,21 (5)

HB: Hemoglobina, HTC: Hematécrito, VCM: Volume corcuspular médio, HCM: hemoglobina
corpuscular média, CHCM: Concentracdo de hemoglobina corpuscular média, RDW: Variacdo do
volume eritrocitario, VPM: Volume plaquetdrio médio. Os nimeros entre parénteses representam o
namero de animais (n). Resultados expressos em média + SEM de n animais. * p < 0.05, p valor
comparado com o grupo controle.
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Figura 20. Parametros hematolégicos Hemacias (10°.uL™") (a) e Leucécitos (uL™)
(b) com tratamento de 30 dias. *p < 0.05, p valor comparado com o grupo controle
com tratamento de 30 dias.

Tanto as hemacias como 0s leucocitos diminuiram no grupo exposto ao
alcool, e essa reducdo foi de 8% e 47% para 0s respectivos parametros. Esses
parametros hematologicos também se mostraram diminuidos no grupo da garrafada,
porém, ndo significativos. Compostos presentes na garrafada amenizaram este

63



efeito do alcool, apesar de que ha estudos com o ipé roxo, por exemplo, que
mostram alteragdes hematoldgicas importantes, como a anemia [11].

As consequéncias do alcool no sistema hematoldgico incluem seus efeitos
toxicos sobre a medula 6ssea, sobre os precursores celulares, na maturagdo das
hemacias, na cinética e na funcdo dos leucdcitos e nas plaquetas. O alcool causa
supressdo na producdo das células vermelhas, pois interfere no metabolismo do
acido fdlico, ferro, fosfato e vitamina B12, que possuem papel essencial no
desenvolvimento das células hematopoiéticas [84], provocando assim anemia,
leucopenia, trombocitopenia e aumento do VCM no sangue periférico [85], o que
explicaria os valores diminuidos de hemacias e leucdcitos encontrados em nosso
estudo.

Algumas pecilocitoses sao usualmente esperadas em sangue periférico pela
exposicdo ao alcool. Hemacias em forma de estomatdcitos, as quais possuem
defeito de membrana por mecanismo ndo conhecido, porém, a abstinéncia alcoolica
as fazem desaparecer do sangue. E acantécitos, pela incorporacdo do excesso de
colesterol na membrana celular [84].

Diferente disso, encontraram-se alteracbes eritrocitarias na forma de
coddcitos (indicada por setas) na microscopia das 5 laminas do grupo [ALC2] (n=5),
mostradas na Figura 21 (b).

@) | ®)

!

Figura 21. Hemacias normais de rato controle (a) e hemacias em forma de codécitos de rato
tratado com alcool (b). Alterag@es eritrocitarias visualizadas no tratamento de 30 dias.

Coddécitos sdo hemacias que apresentam halo central, uma concentracao de
hemoglobina na forma arredondada, o que lhe confere o aspecto de alvo, também
designadas de targets cells. Essas células sdo caracteristicas de anemia ferropriva,
hemoglobinopatias e talassemias [86]. Mas também ocorrem quando héa alteracbes
da composicéo lipidica do plasma, cujas moléculas de colesterol e lecitina estdo em
continua troca com as da membrana do eritrécito, sendo este fenbmeno responsavel
pela codocitose das ictericias obstrutivas [87]. Alteracdes na composicao lipidica
poderiam explicar estes achados nos ratos tratados com alcool, visto que foram
observadas alteragdes nos niveis de triglicerideos deste grupo.

Os outros parametros hematoldgicos, como hemoglobina, hematécrito, VCM,
HCM, CHCM, RDW, reticulocitos, bastbes, basofilos, eosindfilos, linfocitos,
monaocitos, neutréfilos, plaguetas e VPM ndo foram estatisticamente significativos
(p>0,05). Com o tratamento dos ratos, ndo houve anemia microcitica hipocrémica,
COmo ocorreu com o paciente.
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A Tabela 12 mostra os indices de peso dos orgaos, sendo que ndo foram
observadas alteracdes nas analises macroscopica e histopatologica no experimento
de dose unica. No experimento de 30 dias, foi significativa a diminuicdo de peso do
pulm&o do grupo [ALC2] em relacdo ao controle, porém, alteragBes macroscopicas e
histopatolégicas dos pulmdes foram encontradas tanto no grupo do alcool como no

controle, invalidando-a.

Tabela 12. Efeito dos tratamentos nos indices de pesos de 6rgdos em ratos tratados.

indice dos 6rgéos

CON1

Tratamento dose Unica

ALC1

GRF1

Baco 0,0024 + 0,0001 (5) 0,0022 + 0,0001 (5) 0,0022 + 0,0001 (5)
Cérebro 0,0063 + 0,0005 (5) 0,0055 + 0,0001 (5) 0,0056 + 0,0002 (5)
Coracéo 0,0042 + 0,0003 (5) 0,0037 + 0,0001 (5) 0,0037 + 0,0001 (5)

Estdmago 0,0057 + 0,0003 (5) 0,0058 + 0,0001 (5) 0,0057 + 0,0003 (5)
Figado 0,0352 + 0,0022 (5) 0,0333 + 0,0008 (5) 0,0356 + 0,0014 (5)
Intestino delgado 0,0013 + 0,0001(5) 0,0010 + 0,0002 (5) 0,0009 + 0,0001 (5)
Pulmao 0,0060 + 0,0002 (5) 0,0060 + 0,0003 (5) 0,0058 + 0,0002 (5)
Rins 0,0083 + 0,0003 (5) 0,0084 + 0,0001 (5) 0,0089 + 0,0002 (5)
Tecido adiposo 0,0011 + 0,0002 (5) 0,0012 + 0,0001 (5) 0,0011 + 0,0001 (5)
Testiculos 0,0110 + 0,0005 (5) 0,0102 + 0,0001 (5) 0,0106 + 0,0003 (5)
Tratamento de 30 dias

CON2 ALC2 GRF2

Baco 0,0019 + 0,0001 (5) 0,0018 + 0,0001 (5) 0,0019 + 0,0001 (5)
Cérebro 0,0053 + 0,0003 (5) 0,0054 + 0,0001 (5) 0,0051 + 0,0002 (5)
Coracéo 0,0035 + 0,0001 (5) 0,0034 + 0,0002 (5) 0,0034 + 0,0001 (5)

Estdmago 0,0051 + 0,0003 (5) 0,0048 + 0,0002 (5) 0,0047 + 0,0001 (5)
Figado 0,0335 + 0,0025 (5) 0,0304 + 0,0005 (5) 0,0300 + 0,0009 (5)
Intestino delgado 0,0008 + 0,0000 (5) 0,0009 + 0,0000 (5) 0,0008 + 0,0001 (5)
Pulmao 0,0062 + 0,0003 (5) 0,0053 + 0,0003 (5) * 0,0060 + 0,0002 (5)
Rins 0,0081 + 0,0002 (5) 0,0076 + 0,0001 (5) 0,0077 + 0,0003 (5)
Tecido adiposo 0,0028 + 0,0003 (5) 0,0028 + 0,0003 (5) 0,0043 + 0,0005 (5)
Testiculos 0,0076 + 0,0005 (4) 0,0079 + 0,0002 (5) 0,0083 + 0,0005 (5)

Os numeros entre parénteses representam o nimero de animais (n). Resultados expressos em média
+ SEM de n animais. * p < 0.05, p valor comparado com o grupo controle.
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Embora as transaminases hepaticas ndo tenham sido alteradas, foram
observadas alteracdes macroscopicas e histopatolégicas dos figados dos grupos
[ALC2] e [GRFZ2], conforme Figura 22 (a), (b), (c), em relacédo ao controle.

-y N

Figura 22. Fotos dos figados de ratos com tratamento de 30 dias. (a) Figado de rato
controle; (b) Figado de rato tratado com alcool; (c) Figado de rato tratado com garrafada.

O estudo histopatolégico dos figados de ratos do grupo [ALC2] e do grupo
[GRF2], com tratamento de 30 dias, mostraram alteracdes histologicas importantes
em relacdo ao controle, as quais podem ser visualizadas na Figura 23.
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Figura 23. Andlise histopatoldgica de tecido de figado de
ratos com o tratamento de 30 dias. Coloragdo HE, 200 X.
Controle: Nenhuma alteracdo patolégica foi observada.
Alcool: Leve dilatagdo de sinusoides peri-veias. Garrafada:

Dilatacéo de sinuséides, maior grau e difuso.

+

Na imagem histopatologica do figado do grupo élcool, nota-se 0 espaco porta
e trabéculas hepatocitarias separadas por espacos intratrabeculares, ou seja,
sinusoides peri-veias dilatados (indicado pelas setas). A dilatagdo sinusoidal é leve.
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E na imagem histopatolégica do figado do grupo garrafada, também notou-se
trabéculas hepatocitarias separadas por dilatacdo de sinusoides, porém, de maior
grau e mais difuso (indicado pelas setas) que o grupo do alcool.

A dilatacdo sinusoidal ocorre quando ha aumento da pressdo das veias
hepaticas, atrofia dos hepatocitos ou interrupcéo das fibras de reticulina sinusoidais
[88]. Os sinusodides podem mostrar um espectro de alteragbes patoldgicas, da
dilatacdo e congestdo para lesbes, afetando o subendotelial (Espaco de Disse). A
largura dos sinusOides em amostras de biopsia hepética é varidvel, e esta
relacionada com a quantidade de tecido conectivo da parede sinusoidal. Entre as
diversas causas que levam ao aumento dos sinusdides, estdo a doenca hepatica
alcoolica e outros produtos téxicos [89].

O uso crdnico do éalcool causa doenca hepética, que progride de esteatose
simples com os estagios de esteatohepatite, fibrose, cirrose e faléncia hepatica [90].
A hepatotoxicidade pelo alcool causa hipertensdo portal, com aumento da gordura
hepatica e de inflamacédo. Isso aumentard o volume intra-hepatico e o grau de
compressdo das vénulas hepaticas, sinusbdides e comunicagfes intersinusoidais
[91]; isso pode explicar os achados histopatoldgicos dos tecidos hepéaticos dos ratos.

Como os achados histopatolégicos hepéticos foram encontrados tanto no
grupo [ALC2] como no grupo [GRF2], pode-se afirmar que essas alteracfes
microscoépicas estao relacionadas com o alcool. Porém, as alteracées microscépicas
encontradas no grupo da garrafada foram mais proeminentes, ou seja, além do
alcool, ha outros compostos presentes na garrafada que comprometeram ainda mais
o tecido hepatico.

4. Conclusoes

Os dados apresentados neste estudo demonstram que o alcool presente na
garrafada pode alterar diversos parametros bioquimicos, hematoldgicos e causar
danos ao figado de ratos. A garrafada, apesar de ndo mostrar alteracdes em
parametros bioquimicos e hematoldgicos, teve alteracGes histopatolégicas hepaticas
mais pronunciadas. Portanto, as alteracfes hepatica e hematoldgica apresentadas
pelo paciente durante o uso de garrafada provavelmente foram exacerbadas pelo
alcool presente em sua formulacéo.
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7. CONCLUSOES GERAIS

Os dados apresentados neste estudo demonstram que o alcool presente na
garrafada pode alterar diversos parametros bioquimicos, hematoldgicos e causar
danos ao figado de ratos. A garrafada, apesar de ndo mostrar alteracbes em
parametros bioquimicos e hematoldgicos, teve alteracdes histopatoldgicas hepaticas
mais pronunciadas. Portanto, as alteracfes hepatica e hematoldgica apresentadas
pelo paciente durante o uso de garrafada provavelmente foram exacerbadas pelo
alcool presente em sua formulacéao.

Esses dados tém repercussdes importantes, pois demonstram a relevancia de
considerar as possiveis acdes do alcool presente em preparacbes farmacéuticas
como a garrafada.

Vale ressaltar que, mesmo com uma dose relativamente baixa de 0,005 mL
de alcool.kg™ de peso corporal dos ratos, a exposicdo continua a essa quantidade
de alcool pode causar alteracdes significativas em marcadores biolégicos. Isso é de
suma importancia, porque as garrafadas sdo geralmente consideradas atoxicas por

serem a base de plantas e por isso utilizadas sem supervisado profissional adequada.

8. CONSIDERACOES FINAIS

A coloracédo escura da tintura de unha de gato e da garrafada podem ter
influenciado no teste de hemolise. Isto é, o valor do branco excedeu o do tratamento
com eritrocitos humanos, zerando esta atividade, sendo uma limitagcdo metodologica
a ser esclarecida.

Um tratamento de animais com a garrafada, utilizando a mesma dose e via de
administracdo, porém, por tempo superior a 30 dias, avaliando também paramentros
bioquimicos, de coagulacdo, hematoldgicos e histologicos seria interessante para

verificar outras possiveis alteracées.
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