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RESUMO

Considerando a potencial aplicacdo do extrato etandlico (Ssan-EtOH) da Sida santaremensis H. Monteiro (Malvaceae) em estudos
com énfase no tratamento de doencas cardiovasculares, o presente artigo tem como objetivo avaliar o perfil toxicolégico agudo in
vitro e in vivo do Ssan-EtOH e também sua atividade anti-inflamatdria. Nesse sentido, a toxicidade aguda foi avaliada in vitro por
meio de citotoxicidade por MTT, in vivo em ratos Wistar machos tratados com Ssan-EtOH em doses orais, até no maximo 2000
mg/kg e a atividade anti-inflamatoéria foi avaliada por meio de testes de edema. Observou-se para Ssan-EtOH CCso de 14,45 pug/mL
indicando elevada citotoxicidade para macréfagos murinos. In vivo ndo foram observadas mortes ou alteragdes nos parametros
clinicos e comportamentais avaliados. A curva de ganho de peso e paréametros bioquimicos séricos, assim como as avaliagGes
macroscdpica e histopatoldgica dos 6rgdos ndo mostraram alteracGes quando comparados ao grupo controle. Assim, a presenca
de citotoxicidade celular e a auséncia de toxicidade aguda in vivo observada para o Ssan-EtOH demonstram um aceitavel perfil de
seguranga para estudos agudos em modelos animais visando investigar os potenciais farmacoldgicos, biotecnoldgicos e
terapéuticos, mas com necessaria cautela, evidenciando a necessidade de estudos relativos a toxicidade crbnica. Quanto a
avaliacdo anti-inflamatoéria, observou-se que Ssan-EtOH apresenta atividade anti-edematogénica evidenciada nos modelos de
edema de orelha e de pata, possuindo principios ativos responsaveis pela atividade anti-edematogénica, necessitando de estudos
para avaliar os possiveis mecanismos envolvidos.

Palavras-chave: Sida santaremensis; Extrato etandlico; Toxicologia; Anti-inflamatorio.
ABSTRACT

Considering the potential application of the ethanolic extract (Ssan-EtOH) of Sida santaremensis H. Monteiro (Malvaceae) in studies
with an emphasis on the treatment of cardiovascular diseases, this article aims to evaluate the in vitro and in vivo acute toxicological
profile of Ssan-EtOH and its anti-inflammatory activity. In this sense, the acute toxicity was evaluated in vitro through cytotoxicity
by MTT, in vivo in male Wistar rats treated with Ssan-EtOH in oral doses, up to a maximum of 2000 mg/kg and the anti-
inflammatory activity was evaluated through edema tests. It was observed for Ssan-EtOH CCso of 14.45 pg/mL indicating high
cytotoxicity for murine macrophages. In vivo, no deaths or changes in clinical and behavioral parameters were observed. The
weight gain curve and serum biochemical parameters, as well as the macroscopic and histopathological evaluations of the organs
did not show alterations when compared to the control group. Thus, the presence of cellular cytotoxicity and the absence of acute
toxicity in vivo observed for Ssan-EtOH demonstrate an acceptable safety profile for acute studies in animal models aiming to
investigate the pharmacological, biotechnological and therapeutic potentials, but with necessary caution, evidencing the need for
studies related to chronic toxicity. As for the anti-inflammatory evaluation, it was observed that Ssan-EtOH has anti-edematogenic
activity evidenced in models of ear and paw edema, having active principles responsible for the anti-edematogenic activity,
requiring studies to evaluate the possible mechanisms involved.

Keywords: Sida santaremensis; Ethanolic extract; Toxicology; Anti-inflammatory.
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INTRODUCAO

Estudos etnofarmacoélogicos relatam o uso de
espécies do género Sida para uma infinidade de
enfermidades,  apresentando  diversas  atividades
bioldgicas. Estudos realizados com Sida santaremnensis
revelaram atividade antiulcerogénica (OLIVEIRA et al.,
2008), antinociceptiva (MENDES et al., 2008) e
antiedematogénica (MOURA, 2010). Além disso,
pesquisas relatam como extrato etanolico (Ssan-EtOH),
obtido a partir das partes aéreas da Sida santaremnensis H.
Monteiro (malvaceae), apresenta atividade inibidora in
vitro da ECA e promove vasodilatagdo mediada pelo
aumento na producdo de 6xido (NO), além de auséncia de
citotoxicidade (ARCANJO et al., 2011), enfatizando o
valor em se investigar seu potencial farmacoldgico,
toxicologico, biotecnolégico e terapéutico.

Estudos de toxicidade aguda em animais séo
comumente aplicados para atender a requisitos de
classificagdo dos riscos para a saude humana e para o
ambiente. Uma estimativa pontual da dose letal em 50%
dos animais de um experimento (DLso), ou do intervalo de
sua estimativa, geralmente atende aos requisitos de
classificagdo para todas as autoridades reguladoras nas
areas de produtos quimicos, farmacéuticos, produtos de
consumo em geral e pesticidas. As informacdes obtidas
nesses estudos sdo Uteis para definir doses em estudos de
dose-repetida, e identificar preliminarmente alguns
possiveis 6rgdos alvo de toxicidade, além de fornecer
informacdes relevantes para selecdo de doses em estudos
de Fase 1 ou overdose em humanos (CDER, 1996; OECD,
2002b). Desta forma, considerando as potenciais
aplicagBes previamente demonstradas para o Ssan-EtOH,
a avaliagdo de sua toxicidade aguda in vitro e in vivo e sua
atividade anti-inflamatoria foram realizadas neste estudo.

MATERIAIS E METODOS

Obtencado do extrato etandlico da Sida santaremnensis
(Ssan-EtOH)

A coleta do material botanico foi realizada no
Parque da Cidade, em Teresina-Pl, e a espécie identificada
e depositada no Herbdrio Graziela Barroso da
Universidade Federal do Piaui, sob exsicata n.° 21.867. O
extrato etanolico bruto de Sida santaremnensis (Ssan-
EtOH) foi preparado a partir das partes aéreas (caule,
folhas e flores) conforme ARCANJO et al. (2011).

Animais

Ratos Wistar (200-250 g, 3 meses) e
camundongos BALB/c (25-30 g, 2 meses), provenientes
do Biotério Setorial do Nucleo de Pesquisa em Plantas
Medicinais da Universidade Federal do Piaui, foram
utilizados. Os animais foram mantidos durante todo o
periodo de estudo em condigdes controladas de iluminacéao
(ciclo 12h claro/escuro) e temperatura (23 £ 2°C), com
livre acesso a &gua e alimentagdo (Purina-Nestlé, S&o
Paulo, SP, Brasil). Os procedimentos utilizados estavam
de acordo com as normas internacionais preconizadas pela
OECD, e realizados com aprovacao pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal da Universidade Federal do
Piaui, Brasil (permisséo n° 008/2012).

Cultivo e retirada de macrofagos peritoneais murinos

Macréfagos peritoneais foram obtidos a partir de
camundongos Balb/c machos. Trés dias apdés a
administracéo intraperitoneal de 1,5 mL de tioglicolato a
3,0%, os animais foram eutanasiados e imersos em alcool
70% por 1 min para assepsia. Em fluxo laminar,
adicionou-se 8,0 mL de PSS estéril na cavidade peritoneal.
Apobs, a solucdo contendo macrdéfagos peritoneais foi
aspirada e transferida para um tubo estéril em banho de
gelo e submetida a duas centrifugagdes a 1500 rpm a 4 °C
durante 10 min, com sucessivas lavagens com solucéo
salina estéril (NaCl 0,9%). Apds a ultima lavagem, o
sobrenadante foi descartado e as células ressuspensas em
2,0 mL de meio de cultura RPMI 1640 suplementado com
soro fetal bovino (FBS) 10%, penicilina 10.000 Ul/mL e
estreptomicina 10 mg/ml. A contagem dos macrdéfagos
viaveis foi realizada em cAmara de Neubauer, na presenca
do corante Azul de Tripan para analise de viabilidade
celular (RODRIGUES et al., 2015).

Viabilidade celular de macro6fagos pelo teste do MTT

A avaliacdo da atividade citotdxica do Ssan-EtOH
em macréfagos murinos Balb/c foi realizada pelo ensaio
do MTT. Em placas de 96 pocos, macréfagos
(1x10%poco) foram incubados com 100 pl de meio RPMI
1640 (Sigma, St Louis, USA) a 37 °C em CO; 5% durante
4 horas, para aderéncia celular. Em seguida, Ssan-EtOH
foi incubado em diferentes concentragdes (400, 200, 100,
50, 25 e 12,5 pg/ml) durante 48 h a 37 °C e CO, 5%.
Posteriormente, adicionou-se 10 pl of MTT (brometo de
3-[4,5-dimetiltiazo-2-il]-2,5-difeniltetrazolio) a partir de
uma solucéo estoque a 5 mg/mL em PBS, e incubou-se por
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4 h a 37 °C e 5% CO.. Logo apds, o sobrenadante foi
descartado e 100 pl de DMSO foi adicionado em cada
poco. A placa foi mantida em agitacdo por 30 min para
completa dissolucéo do formazan. As absorbancias foram
lidass em 550 nm (Absorbance microplate reader
ELx800™, BioTek® Instruments, USA). Os resultados
foram expressos em CCs (concentracao citotoxica média
para 50% das células) com intervalo de confianca
calculados por regressdo nao-linear (RODRIGUES et al.,
2013, 2015).

Avaliacdo da toxicidade aguda in vivo

A avaliacdo toxicolégica do SSan-EtOH foi
realizada através da DLso. Ratos Wistar foram divididos
em 02 grupos com 03 animais cada, sendo um controle
tratado com solucéo salina por via oral (0,1 mL/10 g de
peso corporal), e 0s outros 02 grupos tratados por via oral
com Ssan-EtOH na dose de 2000 mg/kg. Apos a primeira
semana de observagOes, de acordo com a presenca ou
auséncia de mortalidade, os tratamentos foram repetidos
em outros 02 grupos de 03 animais cada, totalizando 6
animais por tratamento.

Avaliacdo de parametros clinicos e comportamentais

Apobs administragdo do Ssan-EtOH, os animais
foram monitorados nas primeiras 8 h, para observacéo da
ocorréncia de morte. Apés 24 h, o tempo de observacao
para cada grupo foi de 30 minutos a 1 h. Os animais foram
pesados diariamente e o0s parametros clinicos e
comportamentais foram avaliados conforme o Guia de
Reconhecimento, Avaliacdo e Uso de Sinais Clinicos da
OECD (OECD, 2002c). Os principais parametros
avaliados estéo listados na Tabela S1.

Analise dos parédmetros bioquimicos

Apo6s 0 14.° dia de observacdo, os animais foram
anestesiados com tiopental sodico 45 mg/kg e amostras de
sangue foram coletadas dos animais pelo plexo orbital
com auxilio de um tubo capilar de vidro e tubos para coleta
com ativador de coagulacdo e gel separador (Vacuette,
Greiner Bio-One, Alemanha). O material foi centrifugado
a 3500 rpm durante 10 minutos e, em seguida,
determinados os parametros glicose, uréia, creatinina,
aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT), colesterol VLDL, colesterol
total, triglicerideos, fosfatase alcalina (ALP), acido drico,
bilirrubina direta, bilirrubina total, aloumina, potéssio,

sodio e proteinas totais. Os ensaios foram realizados em
aparelho automético LABTEST® Pleno utilizando Kits
comerciais do fabricante (Labtest, Lagoa Santa, MG,
Brasil).

Avaliacao de peso corporal e peso dos érgéos dos animais

Os animais foram pesados todos os dias do
tratamento para elaboracdo de uma curva de ganho de
peso. No décimo quarto dia os animais foram
anestesiados, e posteriormente eutanasiados com dose
letal de tiopental sédico (150 mg/kg) e lidocaina (10
mg/kg), via intraperitoneal). Em seguida, coracéo,
pulméo, figado, bago e rins foram retirados, pesados e
submetidos a avaliagdo macroscopica de 6rgdos internos
guanto a cor, textura e consisténcia. Em seguida, os 6rgaos
foram pesados a fim de obter o seu peso relativo através
da férmula: peso do érgdo (g) / peso do animal no dia da
necropsia (g) x 100.

Analise histopatoldgica

Apobs a realizagdo da eutanasia, foi realizada a
coleta dos oOrgdos (pulmdo, coracdo, figado e rim) e
preparados para avaliacdo histopatoldgica, por meio de
fixacdo em solucéo tamponada de formalina a 10% por um
periodo minimo de 24 horas. Posteriormente, as amostras
foram clivadas em fragmentos de 0,5 cm de espessura e
estes submetidos a processamento histologico que inclui
desidratagdo tissular em solugdes de &lcool etilico com
concentracdes crescentes, 70%, 80%, 90%, e 100%,
imediata diafanizacdo em xilol, embebicdo por parafina
liquida e inclusdo em parafina. Apds o resfriamento e
solidificacdo do bloco de parafina, este foi desenformado
e realizada a microtomia, fazendo-se cortes seriados, de 4
a 5 um, que foram colocados em laminas histoldgicas de
vidro. As secgdes histoldgicas foram coradas pela técnica
rotineira de HE (hematoxilina e eosina) (LUNA, 1968).
Em seguida, os cortes histolégicos foram avaliados por
microscopia de luz para verificagdo de alteracdes
histopatoldgicas e diagnostico morfoldgico destas.

Avaliacao da atividade anti-inflamatdria

Edema de orelha induzido por 6leo de créton em
camundongos

Seguindo-se 0 método de Schiantarelli et al.
(1982), grupos de 5-10 camundongos (machos e fémeas)
foram anestesiados com tiopental sddico (25 mg/kg) para
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a aplicacéo topica do 6leo de créton (10 pL, 0,05 %) na
orelha direita, ap6s uma hora do tratamento aplicou-se
topicamente dexametasona (0,2 mL/orelha), veiculo
(salina, NaCl 0,9 %) ou extratos CI-EtOH ou Ssan-EtOH
(0,05 a 5 mL/orelha). A orelha esquerda recebeu apenas
acetona. Apo6s quatro horas da aplicacdo do 6leo de créton,
0s animais foram eutanasiados por deslocamento cervical
e suas orelhas cortadas com perfurador (6 mm de
didmetro) para medida do edema (mg). Calculou-se a
porcentagem de inibicdo do edema, comparando-se o
aumento percentual médio do peso da orelha do grupo
controle, com aquele do grupo tratado.

Edema de pata induzido por carragenina em ratos

Grupos de 5-8 ratos (machos e fémeas) foram
tratados por via oral com veiculo, extrato (Ssan-EtOH:
doses 50mg/kg ou 200mg/kg; CI-EtOH: doses 250mg/kg
ou 500mg/kg) ou indometacina (5 mg/kg), v.o.. Apds uma
hora ocorreu a aplicacdo de carragenina (1 %; 0,1 mL,
i.pl.). O edema da pata foi medido a cada 60 minutos por
um paquimetro digital durante 6 horas ap6s indugdo da
inflamacéo. A diferenca do volume da pata no tempo final
(Vf) e tempo zero (Vi) foram determinados para cada
animal.

Edema de pata induzida por dextrana

Grupos de 5-8 camundongos (machos e fémeas)
foram tratados via oral com veiculo (solucéo salina 0,9%),
extrato ou ciproheptadina (10mg/kg). Ap6s 1 hora ocorreu
inje¢do de dextrana (100 pg/pata). O volume em mL da
pata foi medido usando o método descrito por Winter et

al., (1962) com adaptacdes. O edema da pata foi medido
ap6s 1 hora de administracdo da dextrana, seguindo
método descrito por Winter et al com adaptacGes (1962).
Os animais foram eutanasiados com superdose de
tiopental sddico, as patas foram retiradas epesadas. A
inibicdo do edema foi calculado pela diferenca do peso
(mg) da pata que recebeu o estimulo com a pata contra
lateral e os valores expressos em mg.

Andlise Estatistica

Os dados obtidos foram expressos como média +
e.p.m. e analisados por ANOVA, seguida de p6s-teste de
Tukey nas analises anti-inflamatérias. J& para os dados
referentes a andlise toxicologica, as diferencas entre os
grupos foram determinadas através de teste t de Student
para amostras ndo pareadas. Valores de p<0,05 foram
considerados significativos.

RESULTADOS
Atividade toxicoldgica

Encontrou-se neste estudo, ao realizar o teste de
viabilidade celular em macréfagos para Ssan-EtOH, uma
CCso de 14,45 ng/mL com intervalos de confianga 95% de
4,14 — 26,65, indicando atividade citotoxica (Figura 1). Ja
em relagéo aos testes realizados in vivo com ratos Wistar,
nenhuma morte, bem como nenhuma alteragéo
comportamental ou sinal clinico foram observados apds
administragdo aguda de 2000 mg/kg, via oral.

Figura 1. Viabilidade celular pelo método MTT em macr6fagos murinos.
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Durante as primeiras 24h da administracao oral de
Ssan-EtOH (2000 mg/kg) e ao longo dos 14 dias, nenhum
animal apresentou sinais caracteristico de toxicidade
como: cianose, piloerecdo, contorcdes, ptose palpebral,
tremores, convulsdes, ataxia ou diarréia. Também néo
existiram diferencas significativas entre os grupos tratados
para os parametros de atividade motora, frequéncia
respiratoria e reflexos corneal e auricular. Dessa forma,
nenhum sinal clinico visivel de toxicidade foi observado.
A atividade geral dos animais ndo foi alterada,
apresentando um bom estado geral (Tabela S1).

Em relacdo ao ganho de peso, foi possivel

observar que o tratamento com Ssan-EtOH ndo alterou, de
forma significativa, o ganho de massa corporal dos
camundongos durante todo o periodo do tratamento
(Figura 2). E possivel afirmar também, que a
administracéo aguda de Ssan-EtOH por via oral promoveu
alteracBes no perfil bioquimicos dos ratos tratados em
comparagdo com os do grupo controle, em valores
referentes aos niveis lipidicos (triglicerideos e colesterol
VLDL) e fosfatase alcalina (ALP), que apresentaram
reducdo significativa quando comparados ao grupo
controle e glicose que apresentou aumento em relacéo ao
controle (Tabela 1).

Tabela 1. Avaliacdo de parametros bioquimicos séricos de ratos Wistar fémeas tratadas com Ssan-EtOH por via oral. Os valores
representam a média + E.P.M (n=6/grupo). *p<0,05; ** p<0,01 versus controle; Teste t de Student para amostras ndo pareadas.

Parémetros Controle Ssan-EtOH 2000 mg/kg
Glicose (mg/dL) 121,67+ 3,29 135,83 +4,78*
Uréia (mg/dL) 39,52+ 1,11 36,27 + 1,86
Creatinina (mg/dL) 0,33 +£0,01 0,35+0,01
AST (U/mL) 123,62 +£10,59 108,18 £11,84
ALT (U/mL) 64,08 + 6,18 70,40 + 2,80
ALP (U/mL) 164,07 £ 25,52 102,98 + 9,88*
Bilirrubina direta (mg/dL) 0,04+0,0 0,04+0,01
Bilirrubina total (mg/dL) 0,1+0,0 0,1+0,0
Albumina (mg/dL) 4,2+0,15 4,12 +0,11
Proteinas totais (mg/dL) 6,14 £0,14 6,19 +£0,10
Colesterol total (mg/dL) 73,86 + 7,58 71,38 +5,7
Colesterol VLDL (mg/dL) 15,32 + 0,60 9,88 +1,07**
Triacilglicerois (mg/dL) 76,50 £ 3,04 49,50 + 5,30**
Acido Grico (mg/dL) 0,82 0,08 0,97 £0,13
Sédio (mmol/L) 146,23 + 0,63 145,03 + 0,46
Potassio (mmol/L) 4,300 +£0,10 4,280 +0,12
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Figura 2. Evolugdo do ganho de peso dos animais dos grupos controle (m) e tratados com Ssan-EtOH (via oral) na dose 2.000
mg/kg. Dados representados por média + erro-padrdo, n=6 animais/grupo
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Quanto ao peso relativo dos drgdos, parametro
avaliativo de toxicidade geral, ndo foi observada nenhuma

alteracdo entre o grupo tratado e o controle (Tabela 2),
bem como nenhuma alteragcdo macroscapica entre eles.

Tabela 2. Peso relativo dos 6rgdos ap6s 14 dias do tratamento oral com dose Unica de Ssan-EtOH (2000 mg/kg).

Orgéos (g) Controle Ssan-EtOH 2000 mg/kg
Pulmbes 0,708 £ 0,032 0,918 £ 0,050
Coracgao 0,324 £ 0,012 0,373 £0,020

Figado 2,881+ 0,153 2,970 +0,120
Bago 0,355 £ 0,021 0,369 £ 0,020
Rins 0,669 £ 0,027 0,702 £ 0,020

Foi realizado também estudo detalhado de sec¢oes
histologicas representativas do figado, rim, pulméo e
coracdo oriundos de ratas Wistar tratadas por via oral na
dose Unica de 2000 mg/kg de Ssan-EtOH expostos na
Tabela 3 e Figuras 3 e 4. Observou-se que em 83,3% dos
fragmentos de pulmdo do grupo tratado encontrou-se
pneumonia intersticial discreta a moderada e no grupo
controle 66,66% dos animais também apresentaram
pneumonia intersticial discreta.

As alteragdes hepaticas mais comuns foram

hiperemia difusa aguda, também notada nos dois grupos e
sem correlagdo com toxicidade e degeneracdo vacuolar
focal discreta em 33,3% dos animais do grupo controle.
Com relag&o aos achados renais, 50% dos animais tratados
apresentaram nefrose tubular e 33,3% apresentaram
glomerulonefrite proliferativa, destacando-se que néo
houve alteracdo nos valores bioquimicos de funcéo renal.
Apenas 16,6% dos animais do grupo tratado apresentaram
achados cardiacos como degeneracdo granular aguda.
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Tabela 3. Analise qualitativa de achados histopatoldgicos: (%) de ratas tratadas com dose Unica de SSan-EtOH. (D = discreto).

Achados hepaticos (%) Controle Ssan-EtOH 2000 mg/kg
Normal 33,3 16,6
Hiperemia difusa aguda 333D 66,6 D
Degeneracao vacuolar focal aguda 333D 0
Hiperemia centrolobular aguda 0 16,6
Achados renais (%) Controle Ssan-EtOH 2000 mg/kg
Normal 50 0
Hiperemia difusa aguda 50D 16,6 D
Nefrose Tubular 0 50
Glomerulonefrite proliferative 0 33,3
Achados pulmonares (%) Controle Ssan-EtOH 2000 mg/kg
Normal 0 0
Hiperemia difusa aguda 83,3 83,3
Pneumonia intersticial linfocitica aguda 66,6 83,3
Hiperplasia de Balt 333 50
Células Espumosas 16,6 0
Hiperplasia de tecidos linfoides 0 16,6
Achados cardiacos (%0) Controle Ssan-EtOH 2000 mg/kg
Normal 83,3 33,3
Hiperemia difusa aguda 16,6 50
Degeneracédo granular aguda 0 16,6

Figura 3. Fotomicrografias de seccGes histoldgicas obtidas do rim (A), coragdo (B), figado (C) e pulméo (D) dos animais (n=6)
dos grupos controle.
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3981




® revista
interfaces ..
Originais

V.12, N. 1(2024) | ISSN 2317-434X

Figura 4. Fotomicrografia representativa de tecido hepatico, renal, pulmonar e cardiaco de ratas Wistar tratadas com Ssan-EtOH
dose Unica, 2000 mg/kg.

Legenda: A — Pulmao. Objetiva de 20x; B — Coragao. Objetiva de 20x; C — Figado. Objetiva de 10x; D — Figado. Objetiva de 20x; E — Figado.
Objetiva 40x; F — Rim. Objetiva 20x.

Atividade anti-inflamatoria 0,05 mg/orelha ndo demonstrou efeito anti-edematogénico

significativo, quando comparado ao grupo controle

Na avaliacdo do edema de orelha induzido por (salina), mas nas doses de 0,1 e 0,2 mg/orelha observou-

6leo de créton, um agente irritante que induz a sintese e  se efeito anti-edematogénico significativo quando
liberacdo de histamina, serotonina, Ssan-EtOH na dose de  comparado com o grupo controle (Figura 5).
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Figura 5. Efeito do extrato Ssan-EtOH sobre o edema de orelha induzido por aplicagéo tépica do dleo de créton (10 pL, 0,05 %),
1 h ap6s tratamento topico com dexametasona (0,2 mg/orelha) e veiculo em camundongo. *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001;
ANOVA one-way seguida do teste de Tukey.
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Também se avaliou o efeito do Ssan-EtOH
administrado por via oral, sobre a resposta inflamatdria
induzida por carragenina (1% subplantar), no modelo de
edema de pata em ratos. Os resultados obtidos
demonstram que Ssan-EtOH na dose de 50 mg/kg teve

efeitos significativos até a quinta hora, quando
comparados ao controle (Figura 6). JA no modelo de
edema de pata induzida por dextrana ndo foi observado
reducdo significativa do edema pelo extrato Ssan-EtOH
(50mg/kg e 200mg/kg) (Figura 7).

Figura 6. Efeito do extrato Ssan- EtOH sobre o edema de pata induzido por carragenina (100 uL, 1%) em ratos Wistar adultos. Os
animais foram tratados v.0. 60 min antes do estimulo. ***p < 0,001; ANOVA one-way seguida do teste de Tukey.

edema de pata {mm)

—=— Salina

SSAM(EIOH) 50 mg/kg
Indometacina 5 mg/kg

TRK

O T T T
0 1 2 3

tempo em horas

3983




revista

Artigos
Originais

interfaces

V.12, N. 1(2024) | ISSN 2317-434X

Figura 7. Efeito do extrato Ssan-EtOH e ciproeptadina (10mg/kg) sobre o edema de pata induzido por dextrana (100 pg/pata) em
camungongos adultos. *p < 0,05; ANOVA one-way seguida do teste de Tukey.
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DISCUSSAO

O ensaio do MTT é um teste colorimétrico
classico de viabilidade celular largamente utilizado. Este
teste é adequado para avaliar a fungdo mitocondrial celular
através da reducdo enzimatica do sal tetrazdlio pelas
desidrogenases mitocondriais em células viaveis, levando
a formacéo do formazan, um sal insoltvel de coloracéo
arroxeada (MOSMANN,1983). Encontrou-se neste estudo
para 0 Ssan-EtOH toxicidade alta. Em estudos realizados
por Alves (2014) avaliou-se a viabilidade das larvas de
Artemia salina em funcdo da concentracdo do extrato
etandlico bruto (0 a 1000 ug/mL) de Sida santaremnensis
e foi encontrada CLso com o valor de 24,44 pg/mL com
intervalo de confianca entre 20,00 a 28,88 ug/mL
considerada elevada toxicidade, resultados similares a esta
pesquisa.

De acordo com Nguta et al (2011) amostras com
valores de CL50 inferiores 100 pug/mL sdo considerados
altamente toxicas, valores entre 100 e 500 pg/mL séo
moderadamente toxicas, entre 500 e 1000 pg/mL séo
suavemente toxicas e acima de 1000 pg/mL sdo atoxicas.
Além disso, outros pesquisadores avaliaram a
citotoxicidade do género Sida investigando a viabilidade
de Artemia salina com relacéo ao extrato bruto da espécie
Sida planicaulis (MARQUES et al, 2020) com resultados
de CL50 de 234,22 pg/mL e Sida tuberculate (DA ROSA
et al, 2016), com resultados > 1000 pg/mL para folhas e
raizes, demonstrando que essas espécies possuem
toxicidades menores do que a Sida santaremnensis.

O principio do Teste de Classe Toxica Aguda
consiste em um uso minimo de animais por etapa (3
animais), geralmente fémeas. A auséncia ou presenca de
morte determinard se o estudo continuard com a mesma
dose ou com dose inferior em outros 3 animais. O nimero

de mortes observadas por grupo e tratamento classifica o
produto em uma escala GHS (Sistema de Classificacdo
Globalmente Harmonizado) de 1 a 5, referente a uma
estimativa da DLso (OECD, 2002a). O Ssan-EtOH na dose
de 2000 mg/kg, administradas por via oral em ratos
Wistar, ndo provocou morte dos animais, dentro de 240
minutos a 72 horas e até 14 dias apds a observacao,
indicando auséncia de toxicidade para as doses e esquema
de administragdo avaliados. Dessa forma, ndo foi possivel
determinar a DLso para o Ssan-EtOH, sendo classificado
na Categoria 5 do GHS.

A administracdo aguda do Ssan-EtOH (2000
mg/kg) por via oral em ratos ndo induziu modificagOes
significativas no perfil bioquimico, em comparagéo com o
grupo controle. Os ratos apresentaram todos os parametros
dentro da faixa de referéncia observada para varios
biotérios padronizados (SANTOS et al, 2010), exceto 0s
valores referentes aos niveis lipidicos, que apresentaram
reducdo significativa quando comparados ao grupo
controle. Estes dados sugerem estudos adicionais
referentes & avaliacdo do efeito hipolipemiante induzido
pelo Ssan-EtOH em modelos experimentais de diabetes,
reforcando assim seu potencial aplicacdo no tratamento de
doengas cardiovasculares (ARCANJO et al, 2011).

Nesta pesquisa nenhuma alteracéo foi encontrada
no peso dos 6rgdos e a analise macroscopica dos 6rgaos
(pulméo, coracdo, figado, bago, rins) dos animais nao
detectou alteragdes relevantes em nenhum dos grupos
tratados. Na analise histolégica, os achados hepéticos mais
encontrados foram hiperemia difusa aguda, também
notada nos dois grupos e sem correlagdo com toxicidade.
A hiperemia aguda difusa observada nos 0rgdos
analisados, pode ser sido causada pelo estresse e eutanasia.
Observou-se também degeneragdo vacuolar focal discreta
em 33,3% dos animais do grupo controle, provavelmente
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ocasionados devido jejum prolongado em animais de bom
escore corporal. Ja nos achados renais, metade dos animais
tratados apresentaram nefrose tubular e 33,3%
glomerulonefrite proliferativa, apesar de que ndo houve
alteracdo nos valores bioquimicos de funcdo renal.

A nefrose é um processo degenerativo e necrético
gue se caracteriza morfologicamente pela destruicdo das
células epiteliais tubulares. Geralmente é resultante de
uma injudria toxica que pode ser enddgena ou exdgena, ou
isquémica ao rim (SANTOS et al, 2003). Ja a
glomerulonefrite ndo tem associa¢do a processos toxicos,
podendo ser de origem autoimune, infecciosa (viral,
bacteriana, parasitaria) (GRAUER, 2001).

Com relagdo as alteracBes cardiacas, apenas
16,6% dos animais do grupo tratado apresentaram
degeneracdo granular aguda, um processo degenerativo
dos cardiomidcitos, pode ser reversivel e causado por
agentes infecciosos e toxicos. Pode ser uma alteracdo
frequente associada a substancias cardiotdxicas. Destaca-
se que outras espécies do género Sida demonstraram
toxicidade, mesmo baixa, como a Sida tuberculata (DA
ROSA et al, 2016). Ja a Sida carpiniifolia tem sido alvo
de estudo em pequenos ruminantes, devido a potencial
toxicidade do composto swainsonina ingerido a longo
prazo, podendo levar a patologia de acimulo lisossomal,
sugerindo que estudos de toxicidade crénica possam ser
interessantes para maiores esclarecimentos sobre a
toxicidade deste género (DRIEMEIER et al, 2000;
COLODEL et al, 2002).

Ao analisar o potencial anti-inflamatério de Ssan-
EtOH, foi possivel observar atividade antiedematogénica.
O edema é um mecanismo de defesa local exclusiva dos
tecidos mesenquimais lesados; a evolucao do edema passa
por varias etapas, entre elas, estdo os fendbmenos basicos
do agente inflamatorio que envolve a mediagdo quimica
de farmacos e que podera ocorrer em qualquer inflamacéo
sendo ela aguda ou crénica (TUBARO et al., 1985). O
edema de orelha induzido por 6leo de créton representa
um modelo muito usado para estudar a atividade anti-
inflamatéria de drogas esteroidais e ndo esteroidais
(TUBARO et al., 1985), assim como o edema de pata por

carragenina.

Na avaliacdo do edema de orelha induzido por
6leo de créton, um agente irritante que induz a sintese e
liberag&o de histamina, serotonina, Ssan-EtOH nas doses
de 0,1 e 0,2 mglorelha demonstrou efeito anti-
edematogénico significativo quando comparado com o
grupo controle, sugerindo assim que os principios ativos
presentes no extrato (Ssan-EtOH) interferiram com a
liberacdo ou a propria acdo de varios mediadores
inflamatdrios, como prostaglandinas, bradicinina, PAF,
substancia P, dentre outras (LAPA, 2003).

Além disso, Ssan-EtOH também demonstrou
atividade frente ao edema induzido por carragenina.
Qualquer substancia que iniba a acdo da carragenina no
modelo utilizado é considerada como tendo agdo anti-
inflamatoria. Os resultados obtidos demonstram que este
extrato pode conter principios ativos que inibam o
processo inflamatério em diferentes etapas da resposta
inflamatéria em que estariam envolvidos varios
mediadores quimicos da inflamagdo (histamina,
serotonina, bradicinina e prostaglandinas).

CONCLUSAO

Os resultados apresentados permitem concluir que
apesar de observar-se uma elevada citotoxicidade em
macréfagos, Ssan-EtOH apresentou atividade anti-
inflamatdria e antiedematogénica, além de ndo apresentar
sinais de toxicidade aguda ap6s administragdo em dose
Unica elevada no modelo avaliado. Dessa forma, isso
demonstra um aceitavel perfil de seguranca para estudos
agudos em modelos animais visando investigar 0s
potenciais farmacoldgicos, biotecnoldgicos e terapéuticos
para este extrato e uma necessidade de estudos relativos a
toxicidade cronica in vivo.
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