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ESTUDO SOBRE A TOXICIDADE DA Aspidosperma pyrifolium (PEREIRO)

LIMA, Maira Conceicdo J. de S. Estudo sobre a toxicidade da Aspidosperma pyrifolium
(pereiro). 2011. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal) — Universidade Federal Rural
do Semi-arido, Mossor6é — RN, 2010.

RESUMO: O presente trabalho teve por objetivo avaliar casos espontaneos de intoxicacéo
em caprinos, toxicidade em ratos e citotoxicidade in vitro da Aspidospema pyrifolium. Em
todos o0s casos espontaneos estudados, a ingestdo da planta e os casos de aborto ocorreram
exclusivamente em caprinos. A maioria dos casos de aborto ocorreu durante a estagéo seca
e inicio da estacdo chuvosa, e as cabras experientes eram menos afetadas do que as cabras
jovens. Foram utilizados ratos machos e fémeas da linhagem Wistar. O extrato obtido da
planta A. pyrifolium foi administrado nas fémeas no 15° dia de gestacdo ou a partir do 15°
ao 17° dia de gestacdo, que apresentaram reducdo do peso fetal e fortes indicios de
toxicidade materna. Ratas submetidas a injecdo intraperitoneal do extrato da A. pyrifolium
apresentaram distUrbios motores e morte; ratos machos foram mais resistentes do que as
fémeas. A administracdo de atropina, xilazina e diazepam ndo auxiliou na prevencao dos
efeitos de toxicidade. A avaliacdo da fragilidade osmética das células vermelhas do sangue
foi realizada com o extrato da planta em diferentes concentraces. Além disso, utilizou-se
larva de um dia de Artemia salina, que foram incubadas com diferentes concentra¢des do
extrato. Verificou-se que o extrato de A. pyrifolium promoveu hemolise e foi letal para A.
salina. Estes testes in vitro podem ser Gteis como testes adjuntos de mais estudos com esta
planta.

PALAVRAS-CHAVE: Plantas toxicas, A. pyrifolium, citotoxicidade in vitro.



STUDY ON THE TOXICITY OF Aspidosperma pyrifolium (PEREIRO)

LIMA, Maira Concei¢do J. de S. Study on the toxicity of Aspidosperma pyrifolium
(pereiro). 2011. Dissertation (Master in Animal Science) — Universidade Federal Rural do
Semi-arido, Mossord — RN, 2010.

ABSTRACT: This study aimed to evaluate the spontaneous cases of poisoning in goats,
rats and toxicity in vitro cytotoxicity of Aspidospema pyrifolium. In all spontaneous cases
studied, the plant is ingested and the abortion cases occurred exclusively in goats. Most
cases of abortion occurred during the dry season and early rainy season, and experienced
the goats were less affected than the young goats. We used male and female rats of Wistar
strain. The extract of the plant A. pyrifolium was administered in females at day 15 of
gestation or from the 15th to the 17th day of gestation, which showed reduced fetal weight
and strong evidence of maternal toxicity. Rats subjected to intraperitoneal injection of the
extract of A. pyrifolium showed motor dysfunction and death, male rats were more resistant
than females. The administration of atropine, diazepam and xylazine did not help in
preventing the effects of toxicity. The evaluation of osmotic fragility of red blood cells was
performed with the plant extract in different concentrations. In addition, we used larvae
from a day of brine shrimp, which were incubated with different concentrations of the
extract. It was found that the extract of A. pyrifolium promoted hemolysis and was lethal to
A. saline. These in vitro tests may be useful as adjunct tests for further studies with this
plant.

KEY WORDS: Poisonous plants, A. pyrifolium, cytotoxicity in vitro.
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1 CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1.1 SITUACAO E DESAFIO

As plantas toxicas podem representar significante impacto sobre a eficiéncia
reprodutiva dos animais, ao promoverem efeitos indesejaveis tais como abortamentos,
infertilidade e malformagdes. O abortamento é um efeito drastico de elevada importancia
reprodutiva e de facil constatacdo, e as substancias toxicas que o induzem podem também
resultar no parto de filhotes fracos quando ingeridas no final da gestacdo. No Brasil, as
plantas tdxicas responsaveis por promover abortamentos e parto de filhotes fracos em
ruminantes sdo Aspidosperma pyrifolium (MEDEIROS et al., 2004), Ateleia glazioviana
(STOLF et al., 1994), Tetrapterys acutifolia, Tetrapterys multiglandulosa (TOKARNIA et
al., 1989), Stryphnodendron obovatum (TOKARNIA et al., 1989), além de outras espécies
com freqliéncia de abortamentos mais ocasional, como Amaranthus spinosus (PEIXOTO et
al., 2003) e as plantas cianogénicas (SOTO-BLANCO; GORNIAK, 2004).

A Aspidosperma pyrifolium, da familia Apocynaceae, é conhecida popularmente
como pereiro, causa abortos ou nascimento de animais prematuros em caprinos
(MEDEIROS et al., 2004) e provavelmente ovinos e bovinos (SILVA et al., 2006) na
regido semi-arida nordestina. Os caprinos abortam quando ingerem o pereiro em diferentes
fases de gestacdo. Os abortos ocorrem principalmente durante o periodo seco, quando apds
um periodo sem chuvas ndo ha mais forragem e o pereiro se mantém ainda verde, como a
principal alternativa de alimentacdo (RIET-CORREA et al., 2006). As intoxicacOes
também surgem apds a ocorréncia de chuvas durante o periodo seco, que fazem com que 0
pereiro rebrote rapidamente e seja consumido pelas cabras em gestacdo quando ainda ha
caréncia de forragem, ou quando cabras prenhes sdo colocadas em areas com pereiro e
pouca disponibilidade de forragem (RIET-CORREA et al., 2006).

Os compostos toxicos do pereiro ainda sdo desconhecidos, mas a investigacao
fitoquimica revelou a presenca de alcaloides inddlicos monoterpenoide aspidofractinine,
15-demethoxypyrifoline e N-formylaspidofractine (ARAUJO et al, 2007). O nédo
conhecimento dos compostos toxicos de uma planta é preocupante, pois a determinacdo do
mecanismo de agdo e do principio tdxico sdo importantes para o desenvolvimento de

medidas profilaticas e terapéuticas para a intoxicacdo. Uma forma potencial para a
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prevencdo da intoxicacdo pelo pereiro € o desenvolvimento de vacinas que induzam a
formagéo de anticorpos capazes de neutralizar sua toxina. O desenvolvimento de vacinas
visa reduzir as perdas produzidas por abortamentos promovidos pelo pereiro. No entanto, €
necessario inicialmente que se determine a toxina responsavel pelos efeitos toxicos. O
conhecimento do mecanismo de acéo tdxico também pode auxiliar no desenvolvimento de
medidas profiléticas e/ou terapéuticas, dependendo de qual for seu modo de atuacdo no
organismo. Ainda, sdo necessarias pesquisas utilizando meios biologicos eficazes para o

estudo experimental da intoxicacdo por essa planta.
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1.2 REVISAO DE LITERATURA

1.2.1 IMPORTANCIA DO ESTUDO DAS PLANTAS TOXICAS

Na natureza, um grande nimero de espécies vegetais apresenta principios ativos
capazes de promover distarbios em animais. No entanto, sdo classificadas como plantas
toxicas de interesse pecuario apenas as espécies que promovam intoxicacdo nos animais
sob condicbes naturais. Neste sentido, nem todas as plantas demonstradas
experimentalmente como tdxicas devem ser incluidas neste grupo por ndo produzirem
quadros clinico-patoldgicos descritos sob condi¢des naturais (TOKARNIA et al., 2000).

As razdes que levam os animais a ingerir estas plantas nocivas, como a falta de
pastagens adequadas e a escassez de alimentos, de modo geral, sdo os principais fatores
responsaveis pelas intoxicacbes e morte dos mesmos, e devem ser determinados
(ANDRADE; MATTOS, 1968). A fome é considerada a causa mais frequente de
ocorréncia de intoxicacdo por plantas, fazendo com que os animais ingiram plantas que
normalmente ndo sdo acostumados, nos momentos de estiagem. Mas, as plantas mais
perigosas sdo aquelas que o animal ingere por preferéncia, como ocorre com as espécies
Palicourea marcgravii, P. grandiflora, Mascagnia rigida e M. pubiflora. O transporte é
outro importante fator que pode levar a ocorréncia de intoxicacfes, podendo os animais
chegar da viagem com fome, e acabar ingerindo plantas que normalmente ndo comeriam
ou o fariam em baixa quantidade. Além disto, a sede também pode contribuir para a
ingestdo de plantas toxicas, pois € capaz de afetar a sensacdo de paladar dos animais
(CHEEKE, 1998; TOKARNIA et al., 2000). Ainda, alguns herbicidas sdo reconhecidos
por alterar a palatabilidade de plantas, e a introducdo de animais em locais tratados
recentemente pode levar a ocorréncia de toxicose por plantas (CHEEKE, 1998;
TOKARNIA et al., 2000).

No caso de algumas poucas espécies de plantas toxicas, foi verificado que o0s
animais podem desenvolver uma aversao, levando a ndo ingestdo dessas plantas, como é o
caso de animais criados em regides onde se tem a planta Baccharis coridifolia
(TOKARNIA et al., 2000).

Além disto, estd bem determinado que varios fatores que podem influenciar a
toxicidade de uma determinada planta, sendo eles relacionados a planta ou ao animal.

Como fatores ligados a planta, podemos citar que a fase de crescimento pode influenciar de
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tal forma, que existem plantas que sdo mais toxicas quando estdo em brotagdo (Mascagnia
pubiflora e Pseudocalymma elegans) e outras quando estdo maduras (Baccharis
coridifolia). A parte toxica da planta também pode variar de acordo com a espécie,
existindo plantas que apresentam maior concentracdo do principio toxico no fruto
(Stryphnodendron coriaceum), na semente e nas folhas (Ricinus communis) e nas folhas e
frutos (Sessea brasiliensis). Dependendo da planta, ao passar por algum processo de
armazenamento pode haver perda da sua toxicidade, como ocorre com as plantas
cianogénicas (TOKARNIA et al., 2000).

Com relacédo aos fatores relacionados ao animal, € importante destacar que existem
espécies de animais que sao mais sensiveis a determinadas plantas se comparado a outras.
A Senecio brasiliensis é pouco tdxica para ovinos e caprinos, mas causa grave intoxicacao
em bovinos. E, ainda, as reacOes toxicas das plantas podem variar entre as espécies
diferentes. Observa-se que as plantas que levam a quadros de fotossensibilizacdo afetam
mais animais despigmentados do que os pigmentado (TOKARNIA et al., 2000).

As toxinas presentes nas plantas podem influenciar diretamente na producdo animal
(CHEEKE, 1998), sendo capazes de promover importantes prejuizos ao agronegocio. Uma
interessante forma de classificar estes prejuizos é em perdas diretas (morte, perda de peso
ou reducdo do crescimento, distirbios reprodutivos) e indiretas (custo médicos, construgdo
de cercas, alteracdes no manejo) (JAMES et al., 1992).

Com relacdo aos prejuizos diretos, a mortalidade de animais promovida por plantas
toxicas €, sem duvida alguma, o que mais chama a atencédo, especialmente quando afeta
uma grande porcentagem do rebanho. O nimero de bovinos mortos anualmente por plantas
toxicas no Brasil foi estimado, em 2001, entre 800.000 e 1.120.000 (RIET-CORREA;
MEDEIROS, 2001). Entretanto, como este nimero foi obtido a partir da extrapolacdo da
mortalidade por plantas ocorrida nos estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina,
provavelmente esteja subestimado, uma vez que a taxa de mortalidade por plantas é maior
nas regides Centro-Oeste, Nordeste e Norte do que nas regides Sul e Sudeste (TOKARNIA
et al., 2000).

Diversos outros fatores contribuem diretamente para o prejuizo causado pelas
plantas toxicas, tais como a redugdo no ganho de peso ou mesmo a perda de peso e
distarbios reprodutivos (por exemplo, abortamentos, malformacGes e menor taxa de
concepgdo) (JAMES et al., 1992; RIET-CORREA; MEDEIROS, 2001). No entanto, €
extremamente dificil fazer o célculo exato o quanto estes outros prejuizos diretos

representariam para a pecuaria nacional.
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Ha também os prejuizos indiretos, como os gerados pela terapéutica dos animais,
estabelecimento de medidas profilaticas (capina, aplicacdo de herbicidas, construcdo de
cercas etc) e depreciacdo no valor de algumas propriedades, especialmente quando se
tornam conhecidas por serem locais onde animais que séo introduzidos morrem. Ainda, as
plantas toxicas podem afetar indiretamente seres humanos. Dentre estes riscos, o principal
estd na contaminagdo do alimento produzido (carne, leite ou mel) por residuos de toxinas
das plantas (JAMES et al., 1992; RIET-CORREA; MEDEIROS, 2001). Se os prejuizos
diretos ja apresentam dificuldade de mensuracédo, se torna quase impossivel mensurar 0s

prejuizos indiretos.

1.2.2 PLANTAS RESPONSAVEIS POR CAUSAR DISTURBIOS REPRODUTIVOS
EM ANIMAIS DE CRIACAO

Dentre os possiveis efeitos das plantas tdxicas, estdo os distarbios reprodutivos
(JAMES et al., 1992). O abortamento € um efeito drastico altamente importante em
toxicologia reprodutiva. Além das plantas toxicas, uma grande quantidade de compostos
tem sido considerada como abortivos para animais de producdo, como medicamentos,
nitratos e nitritos, mondxido de carbono, dioxinas halogenadas e compostos correlatos,
praguicidas organoclorados, chumbo, selénio e toxinas microbianas (PUTNAM, 1989;
MILLER, 1994; PANTER; STEGELMEIER, 2000).

No Brasil, as espécies conhecidas de plantas que causam abortamentos em animais
de criacdo sdo Aspidosperma pyrifolium, Ateleia glazioviana, Stryphnodendrum obovatum,
Tetrapterys sp e Trifolium sp (TOKARNIA et al., 2000; RIET-CORREA et al., 2006).

Aspidosperma pyrifolium (pereiro) € um arbusto presente na caatinga, pertencente a
familia Apocynaceae. A ingestdo das folhas desta planta por cabras prenhes é responsavel
pela ocorréncia de abortamentos. Trata-se de uma causa significante de abortamentos em
caprinos criados em sistema extensivo na regido semi-arida nordestina (RIET-CORREA et
al., 2006), e esses animais abortam quando a planta é ingerida em diferentes fases de
gestacdo. Se a planta for ingerida nos primeiros 34 dias de gestacdo causa mortalidade
embrionaria. Os abortamentos ocorrem durante o periodo seco, pois a A. pyrifolium ainda
se mantém verde, sendo uma alternativa para a alimentagdo desses animais. Ocorre, ainda,

no periodo de rebrota da planta, logo apds a ocorréncia de chuvas durante o periodo seco,
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sendo consumida pelas cabras prenhas quando essas sdo colocadas em areas com escassez
de pastagem com a presenca da A. pyrifolium (MEDEIROS et al., 2004).

As intoxicacdes por A. glazioviana (Leg. Papilionoideae), T. acutifolia e T.
multiglandulosa (Malpighiaceae) causam abortamentos e mortalidade perinatal em bovinos
e, experimentalmente, em ovinos e caprinos. Além de abortamento e mortalidade perinatal,
estas espécies causam uma forma nervosa, denominada forma letargica, com espongiose
do sistema nervoso central (status spongiosus) e uma cardiomiopatia crénica com mortes
repentinas, sem prévias alteracfes clinicas ou com manifestacdo de edemas de declive e
morte (TOKARNIA et al., 1989; GAVA,; BARROS, 2001; GAVA et al., 2001).

A. glazioviana (timbd, maria-preta, cinamomo bravo), uma arvore encontrada
principalmente na regido Sul do Brasil, afeta bovinos, mas também tem sido diagnosticada
como causa de abortamentos em ovinos e equinos. Em bovinos, os abortamentos ocorrem
em qualquer periodo gestacional, geralmente entre os meses de novembro e maio; no
inverno, de junho a setembro, a planta fica sem folhas. Os animais ingerem a planta
guando ha escassez de alimentos, principalmente em consequéncia de periodos de seca ou
superlotacao, e apds transportes. A maioria dos abortamentos se deve a ingestao das folhas
verdes das plantas em crescimento, mas algumas vezes podem ocorrer no periodo de queda
das folhas, quando os animais as consomem junto com o pasto. Quando a ingestdo da
planta ocorre no final da gestacdo e em doses menores que as que causam abortamento,
nascem bezerros fracos que morrem em poucos dias (GAVA; BARROS, 2001; GAVA et
al., 2001; GARCIA Y SANTOS et al., 2004). Experimentalmente tem sido observado que
precedendo o aborto pode ocorrer um estado de letargia, que perdura por 1-3 dias.
Algumas vacas permanecem longos periodos em decubito e podem apresentar algum grau
de perda da visdo. Em bovinos intoxicados por A. glazioviana descreve-se retencdo de
placenta e descarga sanguinolenta pela vagina (GAVA; BARRQOS, 2001; GAVA et al.,
2001). Experimentalmente, doses de 22-35 g/kg de A. glazioviana causam abortamento
(GAVA; BARROS, 2001; GAVA et al., 2001).

Tetrapterys sp é um cipd, encontrado principalmente na regido Sudeste do Brasil.
As principais espécies sdo Tetrapterys acutifolia e T. multiglandulosa. Em condic6es
naturais, a intoxicacdo por essa planta s6 foi descrita na espécie bovina. Os animais
normalmente ingerem a planta na época de seca, quando ha brotacdo (SPINOSA et al.,
2008). T. multiglandulosa causou abortamento em caprinos que ingeriram diariamente 10 e
20 g/kg, abortando aos 42-73 dias e aos 17-24 ap6s o inicio da ingestdo, respectivamente

(MELO et al., 2001). Em ovelhas prenhes doses diarias de 1,5 e 3 g/kg, ministradas a partir
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do 90° dia de gestacdo causaram abortamento entre os dias 110-134 dias de gestacéo.
Ovelhas que receberam diariamente 1,0 e 1,5 g/kg da planta seca a partir do 120° dia de
gestacdo pariram cordeiros com a forma neonatal da doenca (RIET-CORREA, 2005). Em
experimentos em ovinos com A. glazioviana e T. mulglandulosa ndo foram encontradas
lesGes na placenta (STIGGER et al., 2001; RAFFI et al., 2004; RIET-CORREA, 2005).

Desconhece-se 0 principio ativo e 0 mecanismo de acdo toxica destas espécies
citadas. No caso de A. pyrifolium, uma investigacdo fitoquimica revelou a presenca dos
alcaldides inddlicos monoterpendides aspidofractinina, 15-dimetoxipirifolina e N-formil-
aspidofractina (ARAUJO et al., 2007).

A Trifolium subterraneum (trevo subterraneo) € representante do grupo de plantas
com acao estrogénica. Essa planta tem grande importancia devido a sua ampla distribuicéo
no pais, além de alto potencial estrogénico, podendo conter mais de 5% de isoflavonas, que
é o principal fitoestrdgeno encontrado nesse género. A ingestdo de T. pratense (trevo
vermelho) também vem sendo associada a ocorréncia de distdrbios reprodutivos
(HARAGUCHI; GORNIAK, 2008).

1.2.3 PROFILAXIA DA INTOXICACAO PELO PEREIRO E OUTRAS PLANTAS
TOXICAS

Existem algumas formas que auxiliam na profilaxia de acidentes causados devido a
ingestdo de plantas téxicas. Uma delas é o desenvolvimento de aversdo alimentar
condicionada, onde 0s ruminantes podem ser treinados para evitar a ingestdo de plantas
toxicas mediante um processo de aversao alimentar. Esse método ja vem sendo utilizado
nos Estados Unidos rotineiramente em bovinos para as plantas Delphynium barbeyi,
Astragalus spp e Oxytropis spp. A aversao € obtida pelo tratamento com cloreto de litio
(LiCl, 200mg/kg de peso vivo) administrado por meio de um cateter ruminal ou mediante
gavagem (LANE et al., 1990; RALPH; OLSEN, 1998). No Brasil, esta técnica ja foi
aplicada com sucesso para as plantas M. rigida (BARBOSA et al., 2008; PACIFICO DA
SILVA; SOTO-BLANCO, 2010) e B. coridifolia (ALMEIDA et al., 2009).

A aversdo pode ser mantida por até dois anos, mas 0s animais tratados devem ser
mantidos em pastejo separadamente de animais nédo tratados. 1sso ocorre porque se 0S
animais tratados permanecerem junto a animais ndo tratados e que ingerem a planta, vai

haver imitacdo e a aversdo desaparece rapidamente. Esse comportamento é conhecido por
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facilitacdo social, sendo o fator mais importante para a utilizagcdo da aversdo alimentar
condicionada na profilaxia de algumas plantas toxicas (RALPHS; OLSEN, 1998).

Outra forma de controle € a utilizacdo de animais resistentes a planta toxica, onde o
pastejo prévio com estas espécies resistentes reduz a quantidade da mesma. Os ovinos sao
aproximadamente 20 vezes mais resistentes que 0s bovinos e 0s equinos a intoxicagao por
plantas que contém alcaldides pirrolizidinicos e podem ser utilizados para o controle das
mesmas (CHEEKE, 1998).

O controle biolégico é um método que vem sendo bastante pesquisado, onde se
utiliza inimigos bioldgicos incluindo insetos e outros patogenos de plantas. Senecio
jacobea foi controlado nos EUA pela liberagéo de trés insetos, Tyria jacobeae, Longitarsus
jacobeae e Pegohylemia seneciella (COOMBS et al., 1997). Patégenos naturais como
bactérias, fungos e virus consistem em hipoteses adicionais que também podem ser
implementadas nos estudos de ecologia e biologia basicas e aplicdveis em controle
bioldgico da planta (DEBACH, 1968). Antes do uso do controle bioldgico, € essencial
determinar o impacto das espécies controladoras sobre as espécies do meio ambiente, para
se evitar qualquer possivel impacto negativo.

A detoxificacdo microbiana no rimen ¢ outra forma de prevencéo. A detoxificacdo
bacteriana tem sido utilizada com sucesso no controle da intoxicagdo por Leucaena
leucocephala, o que é obtido por meio de administracdo de bactérias degradadoras da
mimosina obtidas do fluido ruminal de animais resistentes (CHEEKE, 1998). Foi
verificado que ruminantes que ingerem quantidades crescentes de plantas que contém
oxalatos se tornam resistentes a estas toxinas devido a inducdo da detoxificacdo microbiana
no rimen (CRAIG & BLYTHE, 1994). Por meio de recombinacdo genética, foi
desenvolvida uma espécie de bactéria capaz de se desenvolver no interior do rimen que é
capaz de degradar o fluoracetato, principio toxico presente em grande nimero de espécies
de plantas responsaveis por morte stbita (GREGG et al., 1998).

Uma forma potencial para a prevencdo da intoxicacdo por plantas é o
desenvolvimento de vacinas que induzam a formag&o de anticorpos capazes de neutralizar
sua toxina. De fato, ja foram desenvolvidas vacinas em outros paises para evitar os efeitos
toxicos de diversas plantas, tais como Lantana camara (STEWART et al., 1988) Lupinus
spp infectado pelo fungo Diaporthe toxica (THAN et al., 1998), Lolium rigidum (“annual
ryegrass”) infectado pela bactéria Clavibacter toxicum (THAN et al., 1998), Festuca
arundinacea Schreb (“tall fescue”) infectada pelo fungo endofitico Neotyphodium
coenophialum (FILIPOV et al., 1998), Delphium spp (“larkspurs”) (LEE et al., 2003).



20

1.2.4 MODELOS EXPERIMENTAIS PARA AVALIACAO DE ATIVIDADE
BIOLOGICA

A identificacdo do principio ativo de uma planta toxica € muito importante, pois
propicia o desenvolvimento adequado de procedimentos terapéuticos, bem como auxilia no
desenvolvimento de técnicas profilaticas (CHEEKE, 1998). Para se chegar ao principio
ativo de uma planta tdxica, no entanto, € necessaria a realizacdo de diversos estudos
fitogquimicos, seguidos pela comprovacdo de que a(s) substancia(s) isolada(s) realmente
seja(m) responsavel(is) pelo efeito toxico observado a campo. Assim, para esta Gltima
etapa sdo necessarios testes bioldgicos, que podem ser em modelos animais ou em testes in
vitro. Como héa pressdo da sociedade para a reducdo no uso de animais em pesquisas, ha
um crescente uso de animais ndo sencientes e dos testes in vitro.

Muitos métodos de ensaios bioldgicos se utilizam de numerosos organismos, na
maioria dos testes, tendo a necessidade de manter as culturas permanentes, dificultando a
criacdo e manutencdo destes organismos no laboratério (VERDI, 2005). Compostos
bioativos sdo quase sempre toxicos em altas doses. Desta maneira, a avaliacdo da
letalidade em um organismo animal menos complexo pode ser usada para um
monitoramento simples e répido durante o fracionamento de extratos. Neste sentido, o
ensaio de letalidade para larvas de Artemia salina tem tido crescente uso, em decorréncia
de seu baixo custo e facil manipulacdo, podendo ainda ser desenvolvido em laboratorios
classicos de produtos naturais (VERDI, 2005; MCLAUGHLIN, 1991; FALKENBERG et
al., 1999; MACIEL et al., 2002; RUIZ et al., 2005).

A. salina é um microcrustaceo da ordem Anostraca que vive em de agua salgada de
todo 0 mundo, estando adaptada para sobrevivéncia em corpos de agua que sofrem grandes
variacdes sazonais. Os ovos ndo eclodidos desse crustaceo sdo metabolicamente inativos, e
podem ser conservados por longos periodos se mantidos desidratados e de preferéncia em
Vacuo e a baixas temperaturas. Quando re-hidratos, os ovos de A. salina eclodem em cerca
de 24 horas, se em condi¢Oes ambientais adequadas, favorecendo seu uso em testes de
toxicidade aguda e cronica (SIQUEIRA et al., 1998).

O ensaio de toxicidade aguda com A. salina € um teste rapido, de baixo custo,
eficiente e que requer uma pequena quantidade de amostra (2 — 20 mg), e 0s cistos sdo
facilmente encontrados no comércio e permanecerem viaveis por anos no estado seco
(MEYER et al., 1982; SIQUEIRA et al., 1998). A simplicidade desse teste, que ndo requer

métodos assépticos, nem equipamentos especiais, favorece sua utilizacdo rotineira,
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podendo ser desenvolvido no préprio laboratério (SIQUEIRA et al., 1998). Essas
vantagens contribuiram para a populariza¢do do bioensaio, sobretudo a partir da década de
90. O ensaio foi proposto inicialmente por Michael, Thompson e Abramovitz (1956), e
posteriormente desenvolvido por Vanhaecke et al. (1981), bem como por Sleet e Brendel
(1983), baseando-se na possibilidade de imobilizar nauplios de A. salina em culturas
laboratoriais (CARBALLO et al., 2002). A metodologia admite variagdes.

Carballo et al. (2002) compararam o ensaio de letalidade com larvas de A. salina e
quanto a citotoxicidade em 2 linhagens de células humanas usando extratos de produtos
marinhos. Segundo esses autores, os resultados apresentam uma boa correlagdo, sugerindo
que este bioensaio seja utilizado para testar produtos naturais marinhos com potencial
atividade farmacoldgica. O mesmo tipo de resultado foi estabelecido para extratos de
plantas medicinais (MCLAUGHLIN, 1991).

E muito comum utilizar cultura de células e tecidos em pesquisa basica aplicada.
Como nos estudos sobre a acdo de quimioterdpicos sobre a viabilidade de células
cancerigenas. E ainda, testes de toxicidade de algumas substancias também podem ser
realizados em cultivo de células. Esses ensaios dao suporte, por exemplo, para o
conhecimento se uma droga ou substancia recém descoberta é toxica para células de nosso
organismo (GOLDBERG, 1987). Dessa forma, no teste de hemolise, utilizado
principalmente em teste de irritabilidade, sdo avaliados os fendmenos de hemdlise e
desnaturacdo protéica, decorrentes da acao da substancia teste (WOLFGANG, 1987).

1.3 OBJETIVOS
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1.3.1 OBJETIVO GERAL

Determinar os efeitos toxicos da Aspidosperma pyrifolium (pereiro) em ratos e

avaliar testes in vitro como método alternativo para futuros experimentos.

1.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Descrever 0s casos espontaneos de intoxicacao por A. pyrifolium.

e Caracterizar a toxicidade da planta em ratos.

e Investigar a citotoxicidade utilizando testes in vitro.
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2 CAPITULO 2 - ESTUDO SOBRE A TOXICIDADE DA Aspidosperma pyrifolium
(PEREIRO)

2.1 RESUMO

Foram avaliados casos espontaneos de intoxicacdo por Aspidosperma pyrifolium,
toxicidade em ratos e citotoxicidade in vitro. Em todos os casos espontaneos estudados, a
ingestdo da planta e os casos de abortamentos ocorreram exclusivamente em caprinos. A
maioria dos casos de abortamento ocorreu durante a estacdo seca e inicio da estacdo
chuvosa, e as cabras experientes eram menos afetadas do que as cabras jovens. Ratas da
linhagem Wistar gravidas foram tratadas com o extrato da A. pyrifolium no 15° dia de
gestacdo ou do 15° ao 17° dia de gestacdo apresentaram reducdo do peso fetal e fortes
indicios de toxicidade materna, incluindo morte. Ratas que foram injetadas com extrato da
A. pyrifolium por via intraperitoneal apresentaram distirbios motores e morte; no entanto,
0s ratos machos foram mais resistentes do que as fémeas. A administracdo dos farmacos
atropina, xilazina e diazepam ndo preveniu os efeitos toxicos. A avaliacdo da fragilidade
osmotica das células vermelhas do sangue foi realizada com o extrato da planta em
diferentes concentracdes. Além disso, larvas Artemia salina, com um dia de idade, foram
incubadas em diferentes concentragbes do extrato. Verificou-se que o extrato de A.
pyrifolium promoveu hemolise e foi letal para A. salina. Estes in vivo e in vitro podem ser

Uteis como ensaios bioldgicos para estudos com esta planta.

PALAVRAS-CHAVE: Plantas toxicas, toxicologia reprodutiva, abortamento, A.

pyrifolium.
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2.2 INTRODUCAO

A intoxicacdo por plantas frequentemente afetam a reproducéo animal, levando a
disfungéo, incluindo o abortamento, infertilidade e teratogénese. No Brasil, as plantas
toxicas que promovem o aborto e a perda neonatal incluem Aspidosperma pyrifolium Mart.
(Medeiros et al., 2004), Ateleia glazioviana Baill. (Stolf et al., 1994), Tetrapterys acutifolia
Cav., Tetrapterys multiglandulosa A. Juss. (TOKARNIA et al. 1989) e Stryphnodendron
obovatum Benth. (TOKARNIA et al., 1998). Vérias outras espécies, ocasionalmente,
promovem abortamento, como por exemplo, Amaranthus spinosus L. (PEIXOTO et al.,
2003) e plantas cianogénicas (SOTO-BLANCO; GORNIAK, 2004). Abortamentos
induzidos por A. pyrifolium sdo frequentemente observados, e esta planta é uma das
espécies toxicas mais importantes da Caatinga, uma regido semi-arida do Nordeste do
Brasil (SILVA et al., 2006). O efeito abortivo foi demonstrado experimentalmente em
caprinos (MEDEIROS et al., 2004). Os compostos tdxicos ainda ndo foram determinados,
mas uma investigagcdo fitoquimica da A. pyrifolium revelou a presenca dos alcal6ides
inddlicos monoterpendides  aspidofractinina,  15-dimetoxipirifolina e  N-formil-
aspidofractina (ARAUJO et al., 2007). Apesar do seu impacto econdmico, o conhecimento
sobre essa planta toxica € muito limitada. Os objetivos deste estudo foram (1) descrever 0s
casos espontaneos de intoxicacdo por A. pyrifolium, (2) caracterizar a toxicidade da planta
em ratos, e (3) investigar a citotoxicidade utilizando testes in vitro.

2.3 MATERIAL E METODOS

2.3.1 CASOS A CAMPO

Seis fazendas, trés no municipio de Mossoro, e trés no municipio de Angicos, no
Estado do Rio Grande do Norte, Brasil, que tinha um histérico de abortamentos em
pequenos ruminantes atribuida a A. pyrifolium, foram visitadas para determinar a

epidemiologia da doenga e para a investigacdo dos piquetes.

2.3.2 MATERIAL VEGETAL UTILIZADO
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Folhas de A. pyrifolium foram recolhidas perto da cidade de Mossord, RN,
Nordeste do Brasil (5 1101500S 2003900W e 37) a uma altitude de 16 m acima do nivel
do mar. O clima na regido é caracterizado como semi-arido. A temperatura média anual é
de 27,4 C, enquanto que a precipitacdo media anual e umidade relativa média é 674
milimetros e 68,9%, respectivamente. As folhas frescas (500 g) foram extraidas trés vezes,
com 100% de etanol (5,5 L) por trés dias, filtrada e o solvente foi removido sob vacuo por
evaporacdo rotativo de até 50 °C. O residuo do etanol foi dissolvido em agua destilada e
filtrada. A solucdo aquosa do extrato etandlico foi utilizada para os ensaios realizados in

Vivo e in vitro.

2.3.3 ENSAIOS DE TOXICIDADE IN VIVO EM RATOS

Ratos fémeas e machos, adultos, Wistar foram obtidos com a idade de cerca de 12
semanas a partir do Departamento de Ciéncias Animais, Universidade Federal Rural do
Semi-Arido, Mossord, RN, Brasil. Foram fornecidos ragdo (Labina, Agribrands Purina do
Brasil Ltda, Paulinia, SP, Brasil) e 4gua ad libitum. Para o acasalamento foram colocadas
duas fémeas com um macho. As fémeas que mostraram evidéncia de acasalamento
(presenca de plug vaginal ou de espermatozoéides no esfregaco vaginal) foram distribuidas
em rotacdo a cada grupo de dose do extrato do pereiro, até que as 12 fémeas foram
colocadas a cada grupo de dose. O dia do acasalamento foi estabelecido como dia O de
gestacdo. Durante a gestacdo, as fémeas foram alojadas individualmente em gaiolas de
plastico medindo 40 50 20 cm e cobertas com tampas de metal. Os animais foram mantidos
a 22-24°C, com ciclo de luz/escuro de 12/12 horas.

Inicialmente, 17 ratas da linhagem Wistar foram tratadas no 15° dia de gestacéo
com 0 (controle; 6 ratas), 0,3 (G0,3; 8 ratas) ou 1,0 (G1,0; 3 ratas) g/kg de peso vivo, sendo
utilizado A. pyrifolium na forma solucdo aquosa do extrato etanolico da planta,
administrado por meio de gavage. No dia 21 de gestacdo, as ratas sofreram eutanésia, e
tiveram o utero removido e pesado. Posteriormente, foi realizada abertura do Utero e
contagem do ndmero de pontos de implantacédo, filhotes vivos e mortos, corpos luteos e
pontos de reabsorcdo. Os filhotes e as placentas foram individualmente pesados, sendo que
os filhotes foram avaliados cuidadosamente para determinacdo de malformacdes externas,

incluindo ocorréncia de fenda palatina. A partir da diferenga entre os numeros de corpos
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liteos e de pontos de implantacdo, foi determinada a porcentagem de perda pré-
implantacdo. Pela diferenca entre os nimeros de filhotes vivos e pontos de implantacéo, foi
determinada a porcentagem de perda pds-implantacao.

Numa segunda etapa, outras 20 ratas Wistar foram tratadas com 0 (controle; 6
ratas), 10 (G10; 6 ratas) ou 20 (G20; 4 ratas) g/kg no 15° dia de gestacdo ou 20 g/kg do 15°
a0 17° dias de gestacdo (G20 - 3 d; 4 ratas) de A. pyrifolium, na forma solugéo aquosa do
extrato etandlico da planta, administrado por meio de gavage. No 21° dia, foram realizados
0s mesmos procedimentos da etapa anterior.

Por ultimo, foi utilizado o extrato etandlico, que posteriormente foi seco em
evaporador rotativo, e o residuo formado solubilizado com &gua destilada e filtrado. Esta
solucdo foi administrada em grupos de trés ratos machos e trés fémeas nas dosagens de 10,
20, 30 e 60 g/kg (folhas em relacdo ao peso vivo dos ratos), pela via intraperitoneal. Em
sequida, ratas (duas por grupo) foram previamente tratadas com 2 mg/kg de xilazina
(Anasedan, Vetbrands, Jacarei, SP, Brazil), 2 mg/kg de atropina (Atrofarma, Farmace,
Barbalha, CE, Brazil) ou 10 mg/kg de diazepan (Compaz, Cristalia, Itapira, SP, Brazil).
Apds 15 minutos, a solucdo aquosa do extrato etandlico foi administrado por via
intraperitoneal na dose equivalente a 30 g de planta/kg. Os animais foram monitorados por
48 horas ap0s o tratamento.

2.3.4 EFEITO HEMOLITICO E LETALIDADE PARA LARVAS DE ARTEMIA
SALINA

A avaliacdo da fragilidade osmotica das células vermelhas do sangue foi realizada
em uma amostra de sangue fresco coletado de uma cabra saudavel, com uso de EDTA
como anticoagulante. A amostra de sangue foi cuidadosamente misturada com 0,90% de
solugéo de NaCl, e centrifugada (1500 rpm, 15 min). O sobrenadante foi descartado e o
mesmo procedimento foi repetido. Ao concentrado de células vermelhas do sangue (10 ml)
foi adicionado 1,0 ml do extrato da planta em diferentes concentragdes (correspondendo a
0, 25, 50,100 e 200 mg de planta/ml em solucédo de NaCl 0,9%) e incubados por 60 min a
temperatura ambiente, com duas repeticdes para cada concentracdo. O percentual de
hemolise foi determinado pela dosagem da concentracdo de hemoglobina no sobrenadante,
usando kit comercial (Bioclin, Belo Horizonte, MG, Brasil) e um espectrofotémetro a 540

nm.
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Posteriormente, foi preparada concentracdo de 200 mg de planta/ml em solucgéo de
NaCl 0,9%, misturada a diferentes concentragdes de NaCl (0 a 0,9%) e incubadas com
amostras de sangue. O percentual de hemolise foi determinado também pela determinagéo
da concentracdo de hemoglobina.

A toxicidade do extrato de A. pyrifolium foi testada em Artemia salina. Foram
utilizadas concentragdes correspondentes a 10, 15, 20 e 30 mg de planta/ml, preparadas em
10 ml de solucédo de agua no mar. Foram utilizadas 10 larvas de um dia de idade em cada
teste, com trés repeticbes para cada concentragdo. O numero de larvas sobreviventes foi
contado apds 24 horas de incubagdo. Uma série de controle paralelo em branco foi
realizada exatamente nas mesmas condig¢Oes, sem 0 extrato de plantas. A expresséo final

do resultado foi a curva de mortalidade apds 24 horas de exposicao.

2.3.5 A ANALISE ESTATISTICA

Os dados estdo apresentados como média seguida pelo respectivo erro-padrao
(SEM), e foram comparadas por meio da analise de variancia (ANOVA), com separacao
de médias pelo método de Duncan (GraphPad Prism v.4 para Mac). O nivel de
significancia foi estabelecido como P <0,05.

2.4 RESULTADOS

2.4.1 CASOS A CAMPO

Ocorreram casos de intoxicacdo natural em seis fazendas na regido de Mossoré e
Angico, RN, Brasil. Em todas as fazendas avaliadas, a ingestdo da planta e os casos de
abortamento ocorreram exclusivamente em caprinos. A maioria dos casos de abortamentos
ocorreu no inicio da estacdo seca e inicio da estacdo chuvosa. N&o tinha havido aquisicdo
de novos animais em duas fazendas durante os ultimos trés anos, e a incidéncia de abortos
diminuiu para quase zero.

Uma fazenda apresentou casos de abortamento, e também casos de malformacdes
em ovinos, caprinos e bovinos, caracterizada como a flexdo permanente dos membros
anteriores, deformidades cranianas e braquignatismo. Nesta fazenda, houve intensa
exploracdo de madeira para construcdo e combustivel, principalmente de espécies Mimosa

tenuiflora, e os animais ingeriam aviadamente seus brotos. Esta planta é conhecida por
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promover malformacdes (flexdo permanente das patas dianteiras, as deformidades do
cranio e braquignatismo) em ovinos, caprinos e bovinos (MEDEIROS et al, 2007;
PIMENTEL et al, 2007).

2.4.2 ENSAIOS IN VIVO DE TOXICIDADE EM RATOS

A administracdo do extrato de A. pyrifolium causou a morte de ratas gestantes
tratadas com 20 g/kg, um dia apds a administracdo, sendo uma tratada com 20 g/kg por
dois dias e outra tratada com a mesma dose durante trés dias. No exame pds-mortem, ndo
foram observadas alteracdes macroscépicas. A analise histologica ndo foi realizada porque
0s tecidos mostraram sinais de autdlise.

Os dados reprodutivos obtidos no momento da sec¢do cesarea estdo resumidos na
Tabela 1. Ndo foram observadas diferencas significativas no nimero de corpos lGteos,
pontos de implantacdo, fetos vivos e mortos e nos pesos das placentas. No entanto, o0 peso
dos fetos foi menor (P <0,05) nos grupos que receberam o extrato de A. pyrifolium em
todas as doses avaliadas.

Apos a injecdo intraperitoneal do extrato vegetal, as fémeas tratadas com 20 g/kg de
extrato apresentaram paralisia das patas traseiras por uma hora, e uma das trés ratas
morreu. A administracdo de 30 e 60 g/kg foi fatal para as ratas. O extrato da planta na dose
10 g/kg ndo produziu nenhum sinal de intoxicacdo nas ratas. A administracdo do extrato
em concentragdes de até 30,0 g/kg ndo produziu efeitos em ratos machos, mas o tratamento
com 60,0 g/kg produziu paralisia dos membros posteriores por uma hora em todos os ratos,
que se recuperaram completamente apos esse periodo. O tratamento com atropina, xilazina
ou diazepam seguido administracdo do extrato ndo preveniu o0s sinais clinicos de

intoxicacdo e morte das ratas.

2.4.3. EFEITO HEMOLITICO E LETALIDADE PARA LARVAS DE A. SALINA

O percentual médio de hemolise foi de 0% a 0 mg/ml, 18,1% a 25 mg/ml, 36,4% a
50 mg/ml, 66,7% a 100 mg/ml e 100% em 200mg/ml. O extrato na concentragdo de 200
mg/ml preparado com diferentes concentracdes de NaCl (0-0,9%) apresentaram atividade
hemolitica maior que o controle (Tabela 2). O extrato foi letal para 11,5% das larvas de A.
salina em 10 mg/ml , 26,9% em 15 mg/ml, 34,6% com 20 mg/ml, e 46,2% em 30 mg/ml.

Nenhuma morte foi observada no grupo no tratamento controle.
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Tabela 1: Desempenho reprodutivo (média DP) de ratas gravidas tratadas por via oral com extrato

de Aspidosperma pyrifolium em doses correspondentes a 0 (controle), 10 ou 20 g da planta / kg de

peso corporal no 15° dia gestacdo ou 20 g/kg do 15° a0 17° dia de gestacéo.

Grupo

Controle 10 g/kg 20 g/kg 20 g/kg por
3d
Corpos lateos 11,3+1,75 9,67+1,34 9,75+ 0,96 8,00 + 2,45
Pontos de 10,7+ 1,75 8,00+ 2,19 9,00+1,41 8,00+ 2,45
implantacédo
Fetos vivo 10+£2,28 7,50 +1,97 6,75 + 3,69 7,25+ 2,22
Fetos mortos 0 0 0 0
Peso dos fetos 3,81 +£0,302 3,02 + 0,35 3,07 +£0,27° 2,96 + 0,46°
Peso das placentas 0,44 £ 0,06 0,45 + 0,09 0,44 £ 0,04 0,48 £0,10

8’ Dados para cada parAmetro seguidas por letras distintas sdo significativamente diferentes (P <0,05,

ANOVA seguida pelo teste Bonferroni de comparagdes multiplas).

diferentes concentragdes de NaCl.

Tabela 2: Efeito hemolitico da Aspidosperma pyrifolium em

uma concentracdo equivalente a 200 mg de planta/ml, em

% NaCl Com Extrato Extrato
0,7 22,2 5,6
0,6 27,8 5,6
0,5 83,3 27,8
0,4 100 83,3
0,3 100 100
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2.5 DISCUSSAO

Casos naturais de abortamento induzido pela A. pyrifolium foram relatados por
agricultores e técnicos em caprinos, ovinos e bovinos (SILVA et al., 2006), mas foi
confirmado experimentalmente apenas em caprinos (MEDEIROS et al., 2004). No
presente estudo, os abortamentos induzidos pela A. pyrifolium foram observados a campo
exclusivamente em caprinos. A ocorréncia desta forma de intoxicacdo em bovinos e ovinos
ainda deve ser confirmada. A maioria dos casos que foram relatados para ocorreu no inicio
da estacdo seca e inicio da estacdo chuvosa. Silva et al. (2006) também encontraram uma
maior incidéncia de aborto durante a estacdo seca e no inicio da temporada de chuvas. Em
uma fazenda, foram encontrados casos de malformacdes em ovinos, caprinos e bovinos. As
alteracOes observadas foram flexdo permanente dos membros anteriores, deformidades
cranianas e braquignatismo, que sdo sinais caracteristicos do efeito teratogénico da M.
tenuiflora (MEDEIROS et al, 2007; PIMENTEL et al, 2007). De fato, essa fazenda
apresentava grandes quantidades de M. tenuiflora, que eram avidamente ingeridas pelos
animais. Assim, nenhuma das malformacdes congénitas observadas pode ser atribuida
definitivamente a A. pyrifolium.

Uma observacédo interessante foi que a incidéncia de abortamentos foi reduzida a
quase zero em duas fazendas que ndo haviam adquirido nenhum animal novo nos altimos
anos. Essa é uma indicacdo de que a planta pode promover uma reacao de aversdo natural a
sua ingestdo em caprinos experientes, mas a possibilidade de desenvolvimento de
resisténcia ndo deve ser excluida. E possivel sugerir que a intoxicacdo por A. pyrifolium
poderia ser prevenida evitando a compra de novas fémeas, ou através da promoc¢éao de uma
aversdo condicionada a planta em caprinos, semelhante ao utilizado para outra planta
toxica, Mascagnia rigida (BARBOSA et al., 2008).

No presente trabalho, a administracdo de A. pyrifolium em ratas gravidas promoveu
reducdo do peso fetal. Este é um efeito significativo, porque o peso fetal & um dos
parametros mais importantes em estudos de toxicidade no desenvolvimento (MANSON,
1989). Além disso, ratas gravidas dosadas com o extrato de A. pyrifolium mostraram forte
evidéncia de toxicidade materna, e foi letal para algumas delas. E sabido que a toxicidade
materna é responsavel por perturbagdes do desenvolvimento fetal, pois as interaces
materno-fetais sdo afetadas (KHERA, 1984; CHERNOFF et al 1989.). Ndo foi possivel
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determinar se a reducdo de peso fetal observada foi em consequéncia da toxicidade
materna ou de uma acgéo direta da planta sobre o feto.

A administracdo intraperitoneal do extrato da A. pyrifolium promoveu paralisia dos
membros posteriores e morte. As fémeas foram mais sensiveis aos efeitos toxicos do que
0s machos. Foi realizada a administracdo prévia de atropina, xilazina ou diazepam seguida
pela administracdo do extrato para investigar um possivel bloqueio dos efeitos toxicos da
planta, mas esses farmacos ndo impediram a toxicidade. Assim, seu mecanismo de acao
ndo € simpatomimético ou agonista colinérgico (direto ou indireto), e ndo é revertido pela
ativacdo de receptores GABA-érgicos. Mais estudos sdo necessarios para determinar o
mecanismo da agdo toxica, e deveriam ser feitos com compostos isolados de A. pyrifolium.

Testes in vitro de citotoxicidade foram realizados por meio de investigacdo de lise
de eritrocitos e de letalidade em larvas de A. salina. A fragilidade osmética da membrana
do eritrécito € classicamente utilizada como um ensaio in vitro para avaliar os efeitos dos
produtos quimicos na membrana celular (DIDELON et al, 2000). As substancias quimicas
que causam hemdlise promovem danos a integridade da membrana, que podem ser devidos
a efeitos diretos sobre vias de transporte de ions especificos, a indu¢do do dano oxidativo
da membrana celular, a disturbio da estrutura da camada de lipidios e/ou a distarbios nos
processos que controlam o volume celular, levando ao edema celular (HOFFMAN, 1992;
LANG et al, 1998; BOWMAN et al, 2005; MINEO E HARA, 2007; WATTS & HANDY,
2007). Neste estudo, o extrato da A. pyrifolium promoveu hemdlise, o que ¢ indicativo de
perturbacdo da integridade das membranas celulares.

A Artemia é um dos mais conhecidos 0s organismos aquaticos. E um
microcrustdceo da familia Anostraca que vive em agua salgada e é utilizado para a
alimentacdo dos animais aquaticos (ABATZOPOULOS et al., 2002). Bioensaios
toxicolégico com nauplios de Artemia sdo muito Uteis e sdo caracterizadas por baixo custo,
curto tempo para obter resultados e sem necessidade de aparelhos sofisticados, o que
permite sua utilizacdo em uma ampla variedade de estudos (MIGLIORE et al, 1997,
PIMENTEL MONTANHER et al, 2002; NUNES et al, 2006; OKAMURA et AL, 2009),
inclusive como um modelo experimental para avaliagdo de teratogenos (CHUVA &
BRENDEL, 1985). Como os cistos de Artemia utilizados apresentam mesma idade,
genotipo e condicdo fisiologica, a variabilidade do teste é considerada muito reduzida
(PERSOONE et al., 1989). Os resultados aqui apresentados mostraram que 0 extrato da A.
pyrifolium é letal para A. salina. Varios estudos demonstraram uma correlacdo positiva

entre a letalidade da Artemia salina e citotoxicidade (MEYER et al;., 1982 al.
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CARBALLO al, 2002), exceto para 0os compostos metabolicos que requerem ativacao
(SOLIS et al., 1993). Assim, o extrato de A. pyrifolium apresenta propriedade citotoxica.

Estudos fitoquimico da A. pyrifolium revelaram a presenca dos alcaléides indolicos
monoterpendides aspidofractinina, 15-dimetoxipirifolina e N-formil-aspidofractina
(ARAUJO et al., 2007). Varios alcaldides inddlicos monoterpendide exibem atividade
citotoxica (JAGETIA et al, 2005; KATAJIMA, 2007), portanto, os alcaldides isolados
provavelmente sdo os compostos tdxicos do A. pyrifolium, mas isso deve ser confirmado.
Os ensaios in vivo e in vitro aqui apresentados podem ser Uteis como ensaios bioldgicos
para a confirmacdo dos principios toxicos, especialmente lise de eritrdcitos e letalidade em
A. salina.
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2.6 CONCLUSOES

O tratamento de ratas prenhes com Aspidosperma pyrifolium foi capaz de promover
efeitos teratogénicos caracterizados por reducdo no peso fetal. Por outro lado, o
abortamento promovido por esta planta em caprinos néo foi observado nos ratos. Assim,
pode-se especular que os ratos apresentam sensibilidade a esta planta toxica diferente dos

caprinos.

Houve uma dréstica diferenca de sensibilidade entre machos e fémeas aos efeitos
do extrato etandlico de A. pyrifolium, onde as fémeas se apresentaram mais sensiveis que

0S machos.

Os testes in vitro de citotoxicidade por lise em eritrécitos e letalidade em larvas de

Artemia salina se mostraram excelentes modelos experimentais.
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ANEXO 01 — ARTIGO “INTOXICACAO EM CAPRINOS POR Aspidosperma

pyrifolium Mart: EFEITOS BIOLOGICOS E CITOTOXICOS” PUBLICADO NA
REVISTA TOXICON

Baseado no trabalho original: Estudo sobre a toxicidade da Aspidosperma
pyrifolium (pereiro).



