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RESUMO

O uso de plantas medicinais € uma pratica milenar
presente na atualidade, sga naturalmente ou como
fitoter &picos, mas a utilizagdo indiscriminada pode causar
prejuizos a saude, como lesdes hepaticas. A Himatanthus
lancifolius, conhecida como “agoniada”, tem seu uso
popular principalmente no tratamento de sintomas
uterinos. O objetivo foi identificar possiveis efeitos toxicos
em roedor es expostos a difer entes concentr acbes do extrato
da Himatanthus lancifolius ap6s analises fitoquimicas. No
ensaio biolégico utilizou-se 24 animaisda linhagem Wistar,
divididos em quatro grupos experimentais (grupo controle
e grupos tratados com diferentes concentragfes do
extrato), durante 45 dias. Controlou-se o intervalo do
tempo, agua, alimentacao e peso de cada animal. Apés 120
diasde exposicdo os animaisforam eutanasiados e coletou-
se sangue para analises bioguimicas e o figado para
avaliacao histoldgica. Histologicamente, foram constatadas
alteracfes celulares compativeis com degeneracdo
gordurosa hepatica nos trés grupos expostos, sendo a
histologia sugestiva de Doenca Hepatica Gordurosa Nao
Alcodlica para os grupos com maior dosagem do extrato.
Concluiu-se uma alteracdo no perfil lipidico, que tem
associacdo com o aumento do risco cardiovascular. Os
marcadores bioquimicos foram insuficientes para
comprovar lesdo hepatica, provavelmente devido a curta
duracdo do experimento.

PALAVRAS-CHAVE: Histopatologia, medicamentos
fitoterapicos, Esteatose Hepética.

ABSTRACT

The use of medicina plants is a millennia practice present
today, either naturaly or as herba medicines, but
indiscriminate use can cause damage to health, such as liver
damage. Himatanthus lancifolius, known as "agonizing", has
its popular use mainly in the treatment of uterine symptoms.
The objective was to identify possible toxic effects in rodents

exposed to different concentrations of Himatanthus lancifolius
extract after phytochemical analyzes. In the biological assay,
24 Wistar animals were used, divided into four experimental
groups (control group and treated with different concentrations
of the extract) for 45 days. The time interval, water, feeding
and weight of each animal were controlled. After 120 days of
exposure the animal s were euthanized and blood was collected
for biochemical analysis and liver for histological evaluation.
Histologicaly, cdlular aterations compatible with hepatic
fatty degeneration were observed in the three exposed groups,
and the histology suggestive of Non-Alcoholic Fatty Liver
Disease for the groups with higher dosage of the extract. A
change in lipid profile was found, which is associated with
increased cardiovascular risk. Biochemica markers were
insufficient to prove liver injury, probably due to the short
duration of the experiment.

KEYWORDS: Histopathol ogy,
Medications, Hepatic Steatosis.

Phytotherapeutic

1. INTRODUCAO

Desde aorigem da humanidade, haindicios de que o
homem busca na natureza tratamentos para suas
enfermidadest. Em 2006, foi aprovada no Brasil, a
Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares no SUS, que regulamenta o uso de
plantas medicinais e fitoterapia. Atualmente, cerca de
82% da populagdo brasileira faz uso de plantas
medicinais?®.

A Himatanthus lancifolius é uma planta pertencente
a familia Apocynaceae, nativa do Brasil, encontrada,
exclusivamente, naAméricado Sul naformade arbustos
e subarbustos, abundante nas regifes Nordeste e
Sudeste’. Sua casca apresenta taninos, aglcares, €
principalmente alcaloides, predominando a classe dos
alcaloides inddlicos®S. “Agoniada”, como é conhecida
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popularmente, € utilizada no tratamento de
irregularidades menstruais, dores e espasmos uterinos,
dores gastricas, flatuléncia, vertigem, cefaleia, fadiga e
lombalgiat.

Apesar da longevidade das préticas fitoterpicas, o
empirismo ainda é predominante, podendo haver
prejuizos para a saide. O corpo humano utiliza de vias
metabdlicas conhecidas para a degradacéo e eliminacéo
de substratos provenientes de tais préticas, mas o
entendimento dos possiveis agravos € limitado’.

Alguns substratos podem atingir o figado, que é um
0rgéo essencial no metabolismo e excregdo, podendo ser
toxicos e levar a lesBes neste 6rgdo, que variam de
brandas a gravissimas. O uso empirico de chas, por
exemplo, pode levar desde auma hepatite assintomética,
coexistindo apenas ateracBes de enzimas hepéticas, a
uma hepatite aguda, de evolucdo favoravel, ou de forma
grave, com prognostico reservado®. Dentre as alteragdes
hepéticas mais significativas, destaca-se a esteatose, que
ocorre quando a quantidade de lipidios nos hepat6citos
ultrapassa 5% do peso desse érgéo, sendo essa a causa
mais comum de doenga hepética’.

A Doenca Hepética Gordurosa N&o Alcodlica chega
arepresentar quase metade (46%) de todas as patologias
do figado nos paises ocidentais, com uma incidéncia de
20 a 86 casos para cadamil habitantes e umaprevaléncia
entre 20 a 30% da populagdo mundia*°. Assintomética
nasfasesiniciais, 0 diagndstico pode ser feito através de
véarios métodos, desde um exame de imagem, bidpsia e
marcadores bioguimicos, sendo €eles. aanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase
(AST), fosfatase dcalina (FA) e gama
glutamiltransferase (GGT), além do perfil lipidico™.

Sabendo-se que as plantas medicinais podem ter
potencial efeito tdxico e ainda que ndo haja estudos
publicados at¢é o momento sobre a toxicidade da
Himatanthus lancifolius, este trabalho teve como
objetivo estudar possiveis efeitos hepatotoxicos do
extrato desta planta em diferentes concentragdes, em
roedores Wistar expostos experimental mente.

2. MATERIAL E METODOS

Trata-se de uma pesquisa exploratoria, realizada no
biotério do Instituto Metropolitano de Ensino Superior
(IMES). O projeto foi aprovado pelo Comité de Eticano
Uso de Animais (CEUA), sob protocolo n° 02.003.14.

Para a identificacdo botanica, foi redlizada
confeccdo da exsicata. As amostras de Himatanthus
lancifolius foram recolhidas em periodo de floracdo, e
os ramos com flores coletados, foram estendidos e
colocados em papel absorvente e, em seguida,
pressionados entre placas de papel. Posteriormente,
foram amarrados, e informagfes sobre coleta e a
localizagdo da planta foram descritas em um rétulo
seguido juntamente com a amostra. O material foi
enviado ao doutor Adriano Brilhante Kury, especialista
em plantas do bioma brasileiro.

Para 0 estudo dos compostos fitoquimicos, foi
utilizado o Manua para Andlises Fitoquimicas e
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Cromatograficas dos Extratos Vegetais do Centro de
Ciéncias da Salide da Universidade Federal do Pard'?.

Pararealizag8o do ensaio biol6gico, foram utilizados
24 roedores, fémeas, da linhagem Wistar, com
aproximadamente 120 dias de vida. Durante 45 dias de
experimento, os animais foram alojados, aclimatados e
mantidos em quatro grupos experimentais, sendo um
grupo controle (GC) exposto a agua filtrada e os outros
trés a diferentes concentractes de extrato: grupo 1 - G1
(0,05¢g/mL), grupo 2 - G2 (0,1 g/mL) egrupo 3- G3(0,2
g/mL).

A técnica de producédo do extrato foi realizada com
base em cédlculos anteriormente estabelecidos,
considerando informagdes prévias sobre a quantidade
normalmente utilizada da planta em relagdo a um ser
humano de 60 kg. Apds teste piloto de uma semana
procedeu-se ao experimento. Foi realizado controle da
aimentacdo e do consumo de &gua diariamente,
mediante anotactes e tabulagdes em Excel e controle de
peso semanal.

Em relac8o aos dados estatisticos foram utilizados os
testes de Analisys of Variance (ANOVA), Tukey e
Desvio Standard (DS). O teste de ANOVA é utilizado na
comparacdo entre os grupos®®, e na determinagdo dos
grupos estatisticamente diferentes, e em seguida, os
resultados foram submetidos ao teste de Tukey,
utilizado nacomparacdo de contrastes entre duas médias
Nos respectivos tratamentos e baseado naamplitude total
estudenti zada (studentized range)**. O DS é umamedida
de dispersdo, significando a variabilidade das
observagBes em relagdo a média encontradat®.

Para anestesia e posterior eutanasia dos animais,
aplicou-se intraperitoneal 0,1 mL de Quetamina e 0,3
mL de Xilazina por animal. Para a andlise bioquimica,
ap0s sedacdo dos animais, coletou-se sangue, no
momento da contencdo, por pungdo cardiaca,
armazenando-os em tubos de teste com heparina para
prevenir a coagulacéo e hemdlise. O soro sanguineo foi
levado ao Laboratério de Andise Clinica da
Universidade Federal de Vicosa, Minas Gerais, para
quantificacdo de aspartatoaminotrasferase (AST),
alaninaaminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FA),
colesterol total (CT), lipoproteina de ata densidade
(HDL) e triglicerideos (TG). O equipamento utilizado
foi o Labmax Plenno, analisador aleatdrio automético.

ApOs a extragdo de sangue e a eutanésia, os figados
foram  removidos, pesados e  examinados
macroscopicamente. As amostras histolégicas foram
processadas por técnica de inclusdo em parafina,
cortadas, coradas e examinadas sob microscépio de luz
(Olympus BX-60®, Tokio, Jap&o). A documentacéo
fotogréfica foi readlizada utilizando-se de um
fotomicroscépio (Olympus AX70 TRF) e um banco de
imagens foi produzido para posterior andlise e registro.

3. RESULTADOS
O perfil fitoquimico do extrato aquoso de

Himatanthus lancifolius foi positivo para os testes de
identificacdo de aclcares redutores, glicosideos
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cianogénicos, fendis, taninos, flavondis e alcaloides.

Em relagdo as consideragdes gerais sobre osanimais,
0S que integraram G2 (0,1 g/mL) apresentaram
ateracbes na pelagem, assim como a maioria dos
animais do G3, a pelagem tornou-se ericada e espessa.
Tanto os animais do GC, quanto osanimaisdo G1, G2 e
G3, apresentaram movimento circular e passo continuo,
com excegdo de dois animais do GC e um do G2. Os
roedores do G1, G2 e G3 mostraram manifestaces de
dor abdominal e contor¢des, principamente nos
primeiros sete dias do tratamento. No G2 e G3, todos os
animais apresentaram diminui¢do na consisténcia das
fezes, principalmente na segunda e terceira semanas de
tratamento. No GC e G1, 50% dos animais tiveram esta
mesma alteracdo, que se manteve por menos tempo.

Nos animais ndo expostos ao extrato, 0 peso médio
no inicio do estudo foi de 242 g + 0,02 enquanto que
apos o periodo de tratamento pesavam em média de 12
g a menos. Nos animais do G1 (0,05 g/mL), o peso
médio no inicio do estudo foi de 235 g + 0,01,
mantendo-se a mesma média apos o tratamento. Nos do
G2 (0,1 g/mL), o peso médio no inicio do estudo foi de
2559+ 0,01, eao final do tratamento pesavam em média
15 g amenos. Nos do G3 (0,2 g/mL), o peso médio no
inicio do estudo foi de 250 g + 0,01), e ao final pesavam
em média 50 g amenos. Foi encontrada uma diminuicao
(p= 0,006) entre o peso ao final do experimento nos
grupos GC, G2 (0,1 g/mL) e G3 (0,2 g/mL).

N&o foi encontrada diferenca significativa no
consumo de agua entre os grupos (p= 0,666). Porém
houve reducdo no consumo de ragdo em todos os grupos
experimentais (p= 0,039), havendo uma maior reducéo
no consumo do G2 (0,2 g/mL).
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Figura 1. Comparagdo dos valores de ALT nos grupos experimentais.
GC - Grupo controle; G1 - 0,05 g/mL; G2 - 0,1 g/mL; G3 - 0,2 g/mL
*: Diferenca estatisticamente significativa do GC para os tratados. A:
Diferenca estatisticamente significativa do G1 parao G2.

Observou-se uma diminuicdo nos niveis séricos de
ALT entre os animais exposto e o controle (p= 0,043)
(Figura 1). Quando o teste de Tukey foi aplicado,
encontrou-se umadiminuicdo dos niveis séricosde ALT
no G2 (0,1 g/mL) comparado ao G1 (0,05 g/mL) (p=
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0,043).

N&o houve diferencas em relagdo aos val ores séricos
de AST entre 0s grupos expostos e ndo expostos ao
extrato (p=0,701).

Observou-se uma diminuicdo dos valores de FA,
com o aumento da dose do extrato, mas esta diferenca
ndo foi significativa entre os grupos (p= 0,122).

Na avaliacdo dos lipides, com relagdo ao CT, ndo
houve diferenca (p= 0,260).

O valor sérico médio de HDL nos roedores do GC
foi de 49,6 UI/mL + 16,4; no G1 foi de 52,5 Ul/mL +
9,1; no G2 foi de 45,5 Ul/mL £ 4,7 e no G3 foi de
36,3Ul/mL + 4,4. Foi encontrada uma reducdo nos
niveis séricos de HDL dos animais expostos (p= 0,05).
Quando redlizado o teste confirmatério de Tukey,
verificou-se que diferenca significativa se fazia no
grupo G1 (0,05 g/mL) emrelagcdo ao G3 (0,02 g/mL) (p=
0,05) (Figura2).
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Figura 2. Comparagao dos valores de HDL nos grupos experimentais.
GC - Grupo controle; G1 - 0,05 g/mL; G2 - 0,1 g/mL; G3-0,2g/mL.
*: Diferenca estatisticamente significativa do GC para G1, G2, G3. A:
Diferenca estatisticamente significativa do G1 parao G3.

O estudo histolégico das amostras de figado dos
animais expostos e ndo expostos evidenciou infiltrado
inflamatério. Nos animais tratados com extrato
evidenciaram-se caracteristicas de esteatose (Figura 3).

Houve diminuicdo no didmetro dos nudcleos dos
hepatécitos no G1 em comparagdo com o GC (p=
0,001); na média de hepatdcitos mononucleares (p=
0,0007) e no didmetro do nacleo (p= 0,0001) no G2 em
comparagdo com o0 GC; no didmetro nuclear (p= 0,004)
e na média de hepat6citos binucleares (p= 0,01) no G3
em comparacd com o0 GC; na média das células
hepéticas mononucleares (p= 0,05) e didmetro nuclear
(p= 0,02) no G2 em comparacdo com o G1; na média
dos hepatdcitos binucleares (p= 0,007) e diametro
nuclear (p= 0,001) no G3 em comparacdo com o G1; na
média dos hepatécitos mononucleares (p= 0,017) e no
didmetro nuclear (p= 0,09) no G2 em comparagdo com
0 G3 (Tabelal).
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Figura 3. Fotomicrografias da organizacéo estrutural de amostras do
figado de roedores Wistar submetidas ou ndo a exposi¢éo ao extrato
de Himatanthus lancifolius em diferentes concentragdes. Técnica de
coloragdo Hematoxilina-eosina. A — GC: Observaram-se infiltrados
leucocitérios (IL); nicleos de hepatdcitos morfol ogicamente normais
(N); hepatécitos binucleares (HpB). B — G1: Observaram-se nuicleos
de hepatécitos morfologicamente normais  (N);  hepatdcitos
binucleares (HpB); vactiol os sugestivos de esteatose (ES) e capilares
sanguineos (Cs). C — G2: Observaram-se hepatécitos binucleares
(HpB); vacuolos sugestivos de esteatose (Es); capilares sanguineos
(Cs); cordéo de hepatdcitos (CH). D — G3: Observaram-se hepatécitos
binucleares (HpB); vactolos sugestivos de esteatose (Es); capilares
sanguineos (Cs); citoplasma (Cito).

Tabela 1. Média dos hepatécitos mononucleares e binucleares e
didmetro nuclear do tecido hepético dos animais no GC e nos grupos
tratados com Himatanthus lancifolius. HpM: Hepatécitos
Mononucleares; HpB: Hepatdcitos Binucleares; DN: Diametro
Nuclear; G1: 0,05 g/mL; G2: 0,1 g/mL; G3: 0,2 g/mL.

Grupos HpM HpB DN
GC 38,35 5,67 51,72
(il 3883 5,80 49 60
G2 27,18 3.98 3527
G3 34,85 3,20 41,22

4. DISCUSSAO

A farmacocinética é responsavel por estudar o
percurso e as inter-relagbes de uma droga com a
estrutura alvo, estabelecendo sua janela terapéutica, ou
sgja, a dose necess&ria para que um tratamento sgja
eficaz. Farmacos prescritos em subdoses podem néo
exercer seu real efeito tergpéutico, enquanto que em
sobredoses, ha& grandes chances de provocarem
toxidade'®. Segundo o estudo “Seguranga do paciente e
o vaor da intervencdo farmacéutica em um hospital
oncolodgico”, 35% das prescrigdes sdo subdoses e 29%
s&0 sobredoses!’.

Neste estudo, dentre os componentes quimicos
identificados no extrato da Himatanthus lancifolius,
destacam-se o0s glicosideos cianogénicos, compostos
fendlicos e alcaloides.

Com relagdo a massa corporal, os roedores do GC,
G2 e G3 apresentaram reducdo estatisticamente
significativa de peso. Somado a isso, foi observado no
G2 e G3, reducdo na consisténcia das fezes de forma
mais evidente que nos demais grupos, possivelmente
resultado da maior concentracdo do extrato
administrado. Tais alteragdes podem ser justificadas
pela presenca de compostos fendlicos no extrato, que de
acordo com Dorman & Deans (2000)% apresentam
propriedades bactericidas sobre bactérias Gram
negativas e modificam a microbiota intestinal. A
presenca de alcaloides, por sua vez, pode ter
corroborado com estas ateracdes ponderais, dado que
segundo Baratto et al. (2010)*° os alcaloides possuem,
dentre outras funcdes, atividade antimicrobiana e efeito
laxativo.

Além disso, segundo Mccall et al. (2009)%, os fendis
podem afetar a barreira epitelial do intestino e aumentar
sua permeabilidade. Estas duas hipoteses poderiam
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justificar aocorrénciadediarreia, naqual haaumento do
trénsito enteral e, consequentemente, reducdo da
absorcdo de nutrientes, sendo esta uma possivel
explicagdo para a perda de peso observada no
experimento.

Os glicosideos cianogénicos, apés hidrdlise, liberam
&cido cianidrico® gue inibe 0 metabolismo oxidativo do
Ciclo de Krebs e resulta em interrupcdo da respiracéo
celular. Diante deste quadro de hipdxia, espera-se um
aumento da sintese de écidos graxos, devido ao excesso
de Acetil-CoA??, 0 que pode ser responsavel pelo
processo de esteatose?®. Em concordancia com Melo et
al. (2008)%, verificou-se nos trés grupos tratados com
extrato da “agoniada”, quadro sugestivo de acimulo de
gordura nas células hepdticas.

Em processos esteatéticos, devido ao seu fator
irritativo e padrdo progressivo, primeiramente ocorre o
depdsito de gordura nos hepatdcitos e consequente
inflamacdo, com posterior evolucdo para lesdo, fibrose,
cirrose ou até carcinoma hepatocelular. Logo, as
ateracbes morfologicas precedem a elevacdo das
enzimas AST e ALT?. De acordo com esta cronologia
de eventos, a ocorréncia de esteatose na auséncia de
elevagdo das enzimas hepdticas, neste estudo, pode
sugerir que as baixas doses do extrato foram
insuficientes para demonstrar tais ateracdes
enziméticas.

Entretanto, encontrou-se umareducéo daALT no G1
em comparacdo com o G2, o que pode sugerir que, em
baixas concentragdes, 0 extrato desta planta ndo cause
toxicidade.

Em um estudo realizado por Acharezzi, Tangerino e
Sperandio em 2015%°, com a administracdo do cha de
Ayahuasca em roedores, observaram-se alterages nos
parametros morfométricos dos hepatécitos, como
reducdo do volume celular e de seu niicleo, apesar de
ndo haver evidéncias bioquimicas de lesdo hepética. No
entanto, neste experimento, as alteragdes morfométricas
ndo foram diretamente proporcionais ao aumento da
concentracdo do extrato administrado aos animais.

Em relacdo as concentragdes de lipidios, observou-se
reducéo do HDL e o CT manteve-se inalterado. Sugere-
se que houve aumento da Lipoproteina de Baixa
Densidade (LDL), de acordo com a férmula classica de
Friedewald: LDL é igual a CT menos HDL menos TG
dividido por cinco?. Diante disso, infere-se que o uso da
Himatanthus lancifolius, pode aumentar eventos
cardiovasculares e cerebrovasculares em seus USUarios,
ja que o aumento do LDL tem relagdo direta com a
formagdo e progressio da placa aterosclerdtica?s. A
observacdo de tal resultado é de grande importancia, ja
gque as Doencas Cardiovasculares s80 as principais
responsaveis pelamortalidade dos portadores de Doenca
Hepética Gordurosa N&o Alcodlica?”.

Além disso, nas mulheres, que sdo o principal
publico consumidor da “agoniada”, h& diminuigdo
fisiolégica do estrogénio com o passar dos anos, 0 que
acaba acarretando umareducdo do HDL no final davida
reprodutiva. Somando-se a um possivel uso crénico do
extrato desta planta para tratamento de cdlicas
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menstruais, por exemplo, poderia ocasionar reducéo
consideravel do HDL, que tem efeito protetor contra a
aterogénese?®, o que teoricamente contribuiria para o
incremento do risco de morbimortalidade por eventos
cardiovascul ares®.

A respeito da perda de peso no GC, uma possivel
justificativa poderia estar ligada ao estresse, que
também pode ter contribuido paratal ateracdo no G2 e
G3. Assim como a piloerecdo, passo continuo e
movimento circular observados nos animais, que podem
ter amesma causa?®.

4. CONCLUSAO

De acordo com os resultados do estudo, ndo foram
encontrados marcadores bioquimicos suficientes para
comprovar lesdo hepatica, entretanto a avaliacéo
histolgicafoi sugestiva de Doenca Hepética Gordurosa
N&o Alcodlica nos grupos expostos ao extrato. Estes
fatos combinados devem-se, provavelmente, ao curto
periodo de exposi¢do dos animais ao extrato.

Observou-se reducdo do HDL no G1 e G2, o que
infere aumento do LDL, sendo esta fragdo do colesterol
responsavel pela formacdo de placas ateromatosas,
relacionadas diretamente com ocorréncia de eventos
cardiovasculares, com elevada taxa de
morbimortalidade. Além disso, a reducdo de peso
possivelmente ocorreu por alteracBes da microbiota
intestinal, que pode afetar o processo de absorcéo
entérica e levar aum quadro de diarreia.
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