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RESUMO

Avaliagao pré-clinica de extratos vegetais de plantas do cerrado brasileiro
com atividade antimicobacteriana.

As plantas medicinais sempre desempenharam papel importante na
medicina, € modernamente, ainda sdo capazes de incrementar o arsenal
terapéutico, fornecendo esperanca de melhores condi¢gbes de tratamento para
inumeras doencas. A Tuberculose (TB) é considerada a principal causa de
morte em paises em desenvolvimento, de grande populagéo e baixo padréo
sanitario. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a toxicidade oral aguda e a
médio prazo dos extratos vegetais de Syngonhanthus macrolepsis, Turnera
ulmifolia e Quassia amara, em ratos. Para avaliagdo da toxicidade foram
utilizados os protocolos 401 e 408 da “Organization for Economic Cooperation
and Development” (OECD). Enfase foi dada as alteragdes do perfil bioquimico
e histopatoldgico de figado e rins. Utilizando Kits avaliou-se a atividade da ALT,
AST, y-GT, ALP, além de uréia, creatinina, bilirrubina e tempo de protrombina.
Os cortes de figado e rins foram corados com hematoxilina e eosina e
analisados em microscopia 6ptica. Mesmo quando se administrou 5000mg/kg,
apenas alguns animais apresentaram piloerecdo e irritabilidade que né&o
alcancaram 8 horas, caracterizando assim baixa toxicidade aguda. Para
toxicidade a meédio prazo as alteragbes mais significantes em relacédo aos
respectivos controles foram os niveis de creatinina para o extrato de T.
ulmifolia. Na avaliacdo da toxicidade a médio prazo observou-se que o extrato
de T.ulmifolia apresentou maior toxicidade em comparagdo aos respectivos
controles. As fémeas foram mais sensiveis que os machos tanto para as
analises de fungao renal quanto hepatica. Em geral as fémeas apresentaram
maior toxicidade que os machos. Assim, considerando as DNEAO ao nivel
renal e hepatico, tendo com “end point” alteragbes bioquimicas que foram as
mais sensiveis, para as fémeas seria 200ug/mL e para os machos 400ug/mL,

gerando RfD respectivamente de 17,5 e 35mg/kg de massa corporea por dia.

Palavras-chave: Plantas, Avaliagédo de toxicidade, DNEAO, RfD, Tuberculose.



SUMMARY

Preclinical evaluation of plant extracts of the Brazilian open pasture with

antimicobacteria activity.

The medicinal plants had always played important role in the medicine,
and modernly, still are capable to develop the therapeutical armory, supplying
hope of better conditions of treatment to innumerable illnesses. The
Tuberculosis (TB) is considered the main cause of death in underdeveloped
countries, great population and low sanitary condition. The objective of the
present work was to evaluate the acute oral toxicidade and subchronic oral
toxicity of vegetal extracts of Syngonhanthus macrolepsis, Turnera ulmifolia and
Quassia amara in rats. For evaluation of the toxicity protocols 401 and 408 of
the “Organization and Development will be Economic Cooperation” (OECD) had
been used. Emphasis was given to the changes in the biochemist and
histopathologic profile of liver and kidneys. Using Kits it was evaluated activity
of the ALT, AST, y-GT, ALP beyond urea, creatinina, bilirubin and prothrombin
time. The cuts of liver and kidneys had been dyed with hematoxylin and eosin
and analyzed in light microscopy. Even though when 5000mg/kg bw was given,
only some animals had presented heir stand and irritability that had not later
than 5h, having thus characterized low acute toxicity. For subchronic toxicity,
the most significant changes in relation to the respective controls had been the
levels of creatinina for the extract of T. ulmifolia. In the evaluation of the
subchronic toxicity it was observed that the extract of T.ulmifolia presented
greater toxicity in comparison to the respective controls. The females had been
more sensible than the males as well hepatic as renal function. In general the
females had presented greater toxicity that the males. Thus, considering the
NOAEL to the renal and hepatic level, having with end point biochemical
changes who had been most sensible, for the females would be 200ug/mL and
for the males 400pg/mL which , generating RfD respectively of 17,5 and
35mg/kg of corporeal weight per day.

Key- word: Plants, Evaluation of toxicity, NOAEL, RfD, Tuberculosis.



1. Introducdo
As plantas medicinais constituem fonte de importantes substancias,

capazes de auxiliar no arsenal terapéutico, fornecer esperanca de melhores
condicdes de tratamento para inumeras doencas, onde farmacos em uso
corrente n&o estejam expressando boa resolugdo. A Fitoterapia e
Farmacognosia sao ciéncias responsaveis por estudar as plantas com atividade
terapéutica. Algumas plantas podem apresentar risco para a saude, quando
utilizadas sem o conhecimento da dose, forma de utilizacao, parte da planta e
até mesmo quando ndo se conhece a indicagao terapéutica (ALMEIDA, 1993).

Para avaliar as condi¢bes de uso, faz-se necessario o estudo das plantas
comprovando os efeitos terapéuticos, administrando diferentes doses e também
direcionando as pesquisas com o intuito de promover o uso com seguranga.
Para tanto ndo basta comprovar apenas o efeito terapéutico, &€ necessario
comprovar a inocuidade avaliando os riscos e usos através de estudos de
toxicidade, levando em consideracédo o perfil bioquimico, hematolégico e
patologico do animal em teste.

Existem inumeros estudos cientificos que comprovam que algumas
plantas sao toxicas e mesmo assim sdo empregadas pela populagdo, em
algumas situagdes, sem restricbes (STICKEL et al.,2003). O surgimento do
conceito “natural” ou aquilo que pode ser in6cuo deve ser comprovado através
de testes laboratoriais que atestem seguranca do composto a ser utilizado
(MENGUE et al.,2001).

Segundo OLIVEIRA et al.(1994) A pesquisa de novas drogas tem por
objetivo combater a evolugdo dos quadros de resisténcia microbiana. Em

relacdo a Tuberculose, mesmo durante o decorrer do tratamento padronizado,



pode ser diagnosticados quadros de resisténcia microbiana aos farmacos. As
plantas fornecem diferentes produtos ativos e inumeros acabam sendo
empregados como modelos para a pesquisa de novos farmacos. A
biodiversidade associada a pesquisa, apresenta indispensavel interesse para
industria Farmacéutica e no desenvolvimento de novos medicamentos (CUNHA
et al.,1994).

Através de vias metabdlicas secundarias os vegetais produzem
compostos como os alcalbides, flavondides, isoflavondides, taninos, cumarinas,
glicosideos, terpenos, poliacetilenos e substancias oleosas, que por vezes, sao
especificos a determinadas familias, géneros ou espécies (CECHINEL FILHO &
YUNES, 1998). Varias espécies de plantas tém sido pesquisadas e algumas
classes de compostos como os terpendides e fisalinas sdo responsaveis por
atividade biologica contra micobactérias. Estudos evidenciam a importancia de
componentes de extratos vegetais na sintese de novos produtos farmacéuticos
que séo eficientes no combate as infecgdes (CALIXTO & YUNES, 2001)

O uso de plantas pode nao ser considerado seguro, em decorréncia da
diversidade de substancias encontradas em um organismo vegetal. Muitas
vezes a administracdo ocorre sem orientagcdo. Do ponto de vista toxicologico, é
preciso considerar que uma planta medicinal ou um possivel fitoterapico, possa
apresentar ndo somente efeitos imediatos, o que é facilmente correlacionado
apos a ingestdo, mas também efeitos ndo proeminentes apds determinado
periodo acarretando hepatotoxicidade e nefrotoxicidade (YEONG et
al.,1993;ABBOT,1988). Portanto, o uso popular e tradicional é insuficiente para
validar a utilizacdo de determinada planta ou composto quimico obtido de

produtos naturais, como eficazes e seguros.



Nesse sentido, efeitos farmacolégicos das plantas medicinais devem ser
fundamentados em evidéncias experimentais comprobatérias, bem como os
riscos ao utiliza-las sejam devidamente avaliados (BRASIL. Ministério da
Saude,1995).

Assim, revestem de importancia os estudos de avaliagao toxicologica,
garantindo dessa forma a seguranca de utilizagcdo destes compostos. A
legislagéo brasileira (Resolugédo 196/96 - CNS) regulamenta as pesquisas pré-
clinicas e clinicas para registro de medicamentos, para a utilizagcdo de
determinada planta medicinal como medicamento, tendo visto a comprovagéo
cientifica das analises farmacolbgicas e toxicologicas (BRASIL. Ministério da
Saude,1995).

Em se tratando de planta, uma avaliagdo da toxicologia pré-clinica deve
fornecer um grau de confiabilidade para o uso de um determinado extrato,
através da execugdo dos testes com animais de laboratorio, utilizando
protocolos estabelecidos internacionalmente para este tipo de avaliagdo. A
avaliagao pré-clinica deve contemplar estudos histopatolégicos associando as
lesdes em oOrgaos afetados com alteragdes bioquimica plasmatica, urinaria e
hematolégica (COBEA,1991).

A determinacéo dos niveis de toxicidade dos novos compostos vegetais
se faz necessario, em virtude da necessidade de comparar estas informacdes
as informagdes dos medicamentos disponiveis no mercado para o tratamento
de muitas doencas,por exemplo a tuberculose (SIMOES et al.,2000). A pesquisa
de novos compostos ativos contra o bacilo de Koch, ndo pode abdicar do estudo
da toxicidade pré-clinica, pois dada a necessidade de novas drogas mais

eficazes contra o bacilo e menos toxicas, intensifica-se a cada dia, a procura de



novos compostos para o tratamento desta enfermidade (GARRAFA,1983;
ARRAIS et al.,1997)

De acordo com estudos de STANGARLIN et al, (1999) apenas 20% da
populacao brasileira tem acesso a todos os tipos de medicamentos disponiveis
dispensados nas farmacias e drogarias. Acrescenta ainda o autor que 25% dos
medicamentos disponiveis em nossas farmacias possuem em sua composi¢ao
produtos oriundos de plantas.

A pesquisa por produtos biologicamente ativos e capazes de combater o
M. tuberculosis tem demonstrado novas opg¢des terapéuticas com o intuito de
minimizar o sofrimento da populagédo doente (SWENSON et al.,1985; PIETRO
et al., 2000; CANTRELL ET AL. 2001; CALIXTO & YUNES, 2001;JANUARIO et
al., 2002).

Devido aos efeitos colaterais provocados pelos quimioterapicos utilizados
no tratamento da tuberculose, varios pesquisadores tém saido a busca de
alternativas terapéutica para a doenga. Nos ultimos anos, pesquisadores de
inumeras areas tém dispensado atengdo a pesquisa de principios ativos em
extratos brutos de plantas com atividade antibacteriana (ZACARIAS et al.,1994
GRINBAUM et al.,1995).

A pesquisa de alternativas terapéuticas para o tratamento da tuberculose
desencadeou diferentes buscas por substancias ativas contra micobactérias e
que possam desta forma minimizar a dor da populagcdo doente. Os extratos de
plantas empregados neste trabalho destacam-se entre as citagcbes de uso
popular como indicados para o tratamento de afecgbes respiratorias

(Syngonhanthus macrolepsis, Turnera ulmifolia, Quassia amara).



Tuberculose

A Tuberculose (TB) continua sendo um grave problema de saude
publica, considerada a principal causa de morte em paises subdesenvolvidos,
de grande populagédo e baixo padrdo sanitario (BRASIL.Ministério da Saude,
2002). O aumento do numero de casos em paises subdesenvolvidos e
desenvolvidos esta associado a queda da qualidade de vida, aglomeracgdes,
infeccbes pelo “Human Immunodeficiency Virus” (HIV) e “Acquired
Immunodeficiency Syndrome” (AIDS) (LEITE & TELAROLLI JUNIOR, 1997;
GRANGE, 1998; BRASIL. Ministério da Saude, 2002; LIVANAINEN et al.,
1999).

A tuberculose causada por M. tuberculosis inicialmente descrita por
Robert Koch em 1882, vem afetando os homens ao longo da histéria da
humanidade (SMITH, 2003). Esta doengca ¢€é causada pelo género
Mycobacterium, que compreende cerca de 100 espécies, 25 identificadas como
sendo patogénicas ao homem. Além do complexo Mycobacterium tuberculosis
(M. tuberculosis, M. microti, M. bovis, M. africanum, M. canetti) existem
espécies saproéfitas e outras que atuam como patdgenos oportunistas
causando enfermidades denominadas de micobacterioses (POZNIAK et
al.,1996; RAYNAUD et al.,1998; CORTINAS et al., 2002).

A transmissdo da tuberculose pulmonar ocorre a partir da expulséo de
goticulas de saliva, ricas em micobactérias. A doenga pulmonar é a forma mais
comum de acometimento, porém a doenca pode acometer outros o6rgaos,
dentre eles os rins, coluna vertebral e sistema nervoso central (SOMMERS et

al., 1985; WAYNE & KUBICA ,1986; GOODFELLOW & MAGEE,1998).



Apesar da eficacia dos esquemas terapéuticos utilizados , nos ultimos
anos tem-se observado um aumento na incidéncia de tuberculose causada pelo
M. tuberculosis resistente aos esquemas preconizados para o tratamento da
doenca, o que pode refletir uma falha no emprego dos referidos programas pré-
estabelecidos como eficazes (HOLT et al.,, 1994; WAYNE & KUBICA, 1986;
GOODFELOW & MAGEE, 1998).

Assim o numero de casos da doenga tem aumentado nos ultimos 10
anos, associada aos trés importantes fatores emergenciais, a pobreza
enquadra-se como sendo o primeiro deles, o segundo é considerado a
associagdo entre tuberculose e HIV/AIDS e o terceiro fator o aumento
consideravel nos casos de resisténcia a drogas antituberculosas. O HIV é fator
de risco para a tuberculose, j4 que o virus desencadeia fator de
imunodeficiéncia no paciente infectado, acredita-se existir cerca de 4,4 milhdes
de pacientes infectados simultaneamente com HIV e tuberculose no mundo
(FIGUEROA & LOPEZ, 2000).

A co-infeccédo pelo HIV e M. tuberculosis vem sendo estudada em
inumeros paises, onde as infecgbes ocorrem de forma simultdnea e que
naturalmente representa problemas para aos 6rgéaos de saude publica (FIUZA &
AFIUNE,1993). Podemos admitir que as chances de um individuo HIV positivo
em desenvolver a doenga em comparagao a um individuo normal é de 25 vezes
maior (CHAISSON & STOKIN, 1989; BENETUCCI et al., 1992;BILLO, 1995).

A Organizagdo Mundial da Saude (2002) estima que ocorram anualmente
1,9 milhdes de mortes por tuberculose, 98% delas em paises em
desenvolvimento, cerca de 350.000 mortes associadas com tuberculose e AIDS.

O numero anual de novos casos de tuberculose é estimado em 8,7 milhdes,



80% estdo concentrados em 22 paises, dentre eles o Brasil. A TBMDR esta
presente em 63 paises que participaram do inquérito mundial, realizado no
periodo de 1994-1999 (FAIRCHILD & OPPENHEIMER,1998;WHO, 2002).

Os dados representam um grande desafio frente as metas da OMS, que
até 2010 pretende detectar 75% dos casos, obter sucesso terapéutico em 85%
deles e reduzir o abandono da terapéutica para 5%. Uma das modificagbes para
alcancar tais resultados, foi implantar em 1993 a estratégia Directly Observed
Treatment Short Course (DOTS). O programa DOTS, visa executar 5
componentes basicos: “Deteccédo de casos por baciloscopia entre sintomaticos
respiratorios; tratamento padronizado de curta duragao diretamente observado e
monitorado em sua evolugdo; fornecimento regular de drogas do sistema de
registro; e informacgéo que assegure a avaliagédo do tratamento e compromisso
do governo colocando o controle da TB como prioridade entre as politicas de
saude” (WHO,2006; RUFFFINO-NETO & VILLA,2006).

Segundo FUCHS et al.,(2004) a toxicidade inerente a utilizacdo de
antibacilares na terapéutica da tuberculose sempre foi de conhecimento do
clinico. Para o tratamento desta doenca, a “Food and Drug Administration”
(FDA), cita 10 medicamentos, divididos em duas linhas de tratamento, cuja
primeira € composta por: Isonizada, Rifampicina, Pirazinamida, Etambutol e
Rifabutina e a segunda, composta por: Cicloserina, Etionamida, Estreptomicina,
capreomicina e acido p-aminosalicilico (VILLAR, 2004).Embasado no FDA o MS

preconiza o tratamento segundo o0 esquema a seguir.



QUIMIOTERAPIA DA TUBERCULOSE, TOXICIDADE E BIOQUIMICA

Esquema de tratamento da Tuberculose no Brasil

Segundo FMUSP (2006).

O esquema de tratamento preconizado:

PACIENTE VIRGEM DE TRATAMENTO
“NUNCA FEZ USO OU USOU POR
TEMPO INFERIOR A 30 DIAS”

RECIDIVA APOS O ABANDONO
“FEZ USO DO ESQUEMA 1 EM TEMPO
SUPERIOR A 30 DIAS”

RECIDIVA POR ABANDONO
“ATE 5 ANOS APOS O TRATAMENTO”

v

Esquema 1:
2 meses de R+tH+Z + 4
meses de R+H

FALENCIA DO ESQUEMA 1 OU 1R

v

v

Esquema IR:
2 meses de R+H+Z+E + 9
meses de E+Et+S

SISTEMA NERVOSO CENTRAL

Esquema 3:
3 meses de S+E+Et+Z + 9
meses de Et+E

FALENCIA AO ESQUEMA 3 OU
RESISTENCIA COMPROVADA A H+R

v

Esquema 2:
2 meses de R+tH+Z + 7
meses de R+H

\ 4

ESQUEMA MDR:
Amicacina — 12 meses
Intramuscular
Terizidon — 18 meses
Ofloxacina — 18 meses
Etambutol — 18 meses
Clofazimine — 18 meses

Rifampicina (R); Isoniazida (H); Pirazinamida (Z); Etambutol (E); Estreptomicina (S); Etionamida (Et);

Multidroga resisténcia (MDR).




Como a isoniazida, segundo PARFITT et al, (1999), os demais
integrantes da primeira linha apresentam toxicidade significativa com efeitos
adversos tipo psicotico, convulsivo, elevacédo de atividade enzimatica hepatica,
anemia, agranulocitose, trombocitopenia e eosinofilia. Pode ainda estar
associada a casos de erupgao cutanea, febre, hiperglicemia e retengao urinaria.
A rifampicina é citada como causadora de hepatite, leucopenia, além dos efeitos
citados pelo uso da isonizada. O uso de rifampicina pode induzir atividade das
enzimas microssomais hepatica, aumento de billirrubina sérica, além de
promover disturbios gastrointestinais como nausea, anorexia, vémitos, dor
abdominal e diarréia. O uso freqlente desta droga pode causar nefrite
intersticial aguda, glomerulonefrite e proteinuria. Os efeitos tdxicos mais comuns
para isoniazida estdo ligados a toxicidade hepatica e neuropatia periférica
(FMUSP, 2006)

A pirazinamida outro medicamento de elevada expresséao toxicoldgica,
pode causar hepatomegalia, esplenomegalia e aumenta o risco para hepatite
fulminante em pacientes sob o0 uso associado com rifampicina e isonizada.

Administracdo de pirazinamida pode levar a danos hepaticos e aumento
dos niveis séricos de acido urico, podendo causar poliartralgia como efeito
colateral comum. Alergia e intolerancia gastrica sdo efeitos comuns. Etambutol,
outro farmaco presente no esquema terapéutico pode apresentar diminuigdo da
acuidade visual, anafilaxia, disfuncdo hepatica e neuropatia periférica. A
etionamida por apresentar quadros de intolerancia gastrica e hepatite toxica.
(FMUSP,2006).

Como os medicamentos conhecidos mais utilizados para o combate a

tuberculose atacam tanto o sistema hepatico como o sistema renal, julgamos



ser pertinente uma avaliagdo um pouco mais cuidadosa da integridade
bioquimica e funcional do figado e do rim.

Dano hepatico ndao € uma entidade, a lesdo observada depende nao
somente do xenobidtico envolvido, mas também do periodo de exposicdo. Apos
exposicdo aguda normalmente encontramos acumulo de lipidios nos
hepatécitos, disfungdo hepatobiliar e necrose celular; enquanto cirrose hepatica,
alteragdes neoplasicas sao resultados de exposicbes a longo prazo. A
diversificada natureza da atividade funcional do figado e as variadas respostas
as injurias provocadas pelos xenobioticos torna a selegédo de apropriados testes
para avaliar a hepatotoxicidade, uma tarefa muito dificii (PLAA &
CHARBONNEAU, 1994). Assim, as alteracdes hepaticas podem estar
associadas a um aumento das concentragbes enzimaticas. Por exemplo, na
hepatite toéxica geralmente ALT apresenta-se mais elevada que a AST e nos
quadros de colestase extra-hepatica e carcinoma hepatocelular, as
concentracbes podem apresentar elevacbes semelhantes. Em situagdes de
monitoramento de drogas hepatotoxicas a detecgédo de AST e y-GT séo fortes
indicadores de lesdes hepatocelulares em virtude de AST indicar lesao
mitocondrial e y-GT ser extremamente sensivel a presenga de substancias
hepatotoxicas (MOTTA,1989).

A ALP é uma enzima capaz de realizar a hidrélise do grupo fosfato
terminal de varios fosforo monoésteres em pH alcalino. A enzima € amplamente
distribuida no tecido hepatico, rins, baco, intestinos e ossos. Niveis de atividade
da fosfatase alcalina acima dos valores de referéncia podem ser atribuidos
principalmente a comprometimentos hepatocelulares e 6sseos. Durante a

colestase hepdtica a sintese da enzima é aumentada, outras situacbes



frequentes quanto a elevagédo desta enzima s&o associadas a ictericia, fluxo
biliar interrompido e lesées expansivas (MOTTA,1989).

Contudo, nem sempre as enzimas mais usualmente alteradas em varias
patologias hepaticas sdo as mais indicadas para avaliacdo da toxicidade de um
xenobiotico desconhecido, muito menos para avaliar a toxicidade de um extrato
de planta onde temos varias substancias. Entretanto, a atividade da ALT sérica
€ provavelmente o parametro enzimatico mais utilizado para avaliar a toxicidade
hepatica em animais de laboratério. Devido a alta sensibilidade da Ornitina
carbamil transferase e da Sorbitol desidrogenase parece razoavel que uma
destas duas enzimas possam ser usadas em conjunto com a ALT quando da
avaliagdo do potencial hepatotoxico de um xenobidtico desconhecido.
Complementando, a ALP é o protétipo das enzimas que reflete a reducao
patologica do fluxo biliar. No que tange ao aspecto funcional, a remocao de
Sulfobromoftaleina (BSP) € dependente de operagbes simultdneas de varios
processos hepaticos, e o passo mais critico desse processo é pensado ser a
transferéncia do BSP para bile. Desta forma, o “Clearence” plasmatico da BSP
poderia ser de grande utilidade na avaliagdo da integridade funcional do sistema
hepatobiliar. (PLAA & CHARBONNEAU, 1994).

A aspartato aminotransferase (AST) € uma enzima de localizagao
cioplasmatica e mitocondrial.Para aumentos entre 15 a 100 vezes em relacéo
aos niveis normais pode indicar quadro de hepatite, a presenca de elevacbes
simultaneas de ALT e AST normalmente relata-se quadros hepatite fulminante

(ALVAREZ et al., 2002)



A y-glutamiltransferase (y-GT) aparece no figado (ductos biliares e fragao
microssomal). Emprega-se o doseamento desta enzima para diagnosticar
comprometimento da fun¢ao biliar (ALVAREZ et al., 2002).

A bilirrubina é formada a partir de eritrécitos velhos seqiiestrados por
células reticuloendoteliais do bago, medula éssea e figado. O grupo heme da
hemoglobina é a principal fonte de bilirrubina cerca de 70 a 80%. A
determinacdo contribui para o diagnostico da funcdo hepatica e renal
(ROBERTS et al.,2002)

O Tempo de protrombina (TP) é utilizado para diagnéstico da fungao
hepatica, quando levamos em consideracdo que é produzido exclusivamente no
parénquima hepatico. O aumento do tempo de coagulacao é efeito faciimente

observado quando existe comprometimento da fun¢éo hepatica (NCCLS,2003)

Disfuncao renal

Para avaliar a disfuncdo renal quando associada a efeito tdxico
produzido por xenobibtico faz-se necessario utilizar uma bateria de testes. A
complexidade e diversidade funcional nos varios sitios ao longo do néfron
impedem que o uso de uma unica e simples técnica possa avaliar se a fungéo
fisioloégica esta normal ou ndo. Um procedimento fundamental quando se estuda
0 animal como um todo é a técnica de “Clearence” ou “Depuragao”.
Outra maneira de avaliar a funcao glomerular envolve a medida de
alguns constituintes de ocorréncia normal no sangue, entre eles, creatinina e
uréia. A creatinina € um produto normal do metabolismo animal, sendo sua

depuracgao proporcional a massa corporal. Situacbes em que ocorre elevagao



de creatinina no plasma pode-se associar a uma deficiéncia no processo de
filtracao glomerular (LEHNINGER et al.,1995).

A determinacdo da concentragdo de uréia no sangue é justificada na
avaliagédo da funcgéao renal, em virtude desta substancia ser produzida no figado
e ser transportada até os rins para ser rapidamente filirada e excretada na urina.
As concentragbes de uréia sédo facilmente alteradas na presencga de dieta rica
em proteinas, catabolismo protéico e fungao renal deficiente (MOTTA,1989). Em
geral, elevacdo das concentracdes de creatinina e uréia no sangue podem ser
usadas como indice de decréscimo da filtragdo glomerular (DAVIS E BERNDT,
1994).

Alguns pesquisadores tém sugerido que algumas enzimas presentes no
sistema renal podem ser uteis na deteccao precoce da nefrotoxicidade induzida
por compostos exégenos, mais especificamente a maltase e fosfatase alcalina

(BERNARD & LAUWERYS 1991).

Papel dos estudos morfolégicos

E de suma importancia que estudos bioquimicos e funcionais em
toxicologia renal sejam seguidos de apropriados testes de histopatologia. Ao
final do periodo de exposicao incluem-se as analises de quimica clinica como:
determinacédo da concentracdo de uréia, creatinina, determinacdo das enzimas
indicadoras de agresséo renal, densidade da urina, sedimentagcdo na urina e
outros. Ainda € importante realizar analises microscopicas do rim para
investigacéo rotineira, imersdo e fixagcdo em tamp&o neutro de formalina de

cortes seccionados sagital central do rim esquerdo e seg&o transversal do rim



direito representa uma boa abordagem pratica para triagem nefrotdéxica de
xenobidticos.

Estes estudos devem ser delineados para estabelecer ou confirmar
organelas subcelular alvo para estabelecer o inter-relacionamento das lesdes
renais e perturbagbes de parametros bioquimicos e funcionais para diferenciar
injuria pré-renal e pos-renal de ataque da substéncia nefrotdxica e para
pesquisar os precoces biomarcadores de nefrotoxicidade. Em suma, o método
primario para identificacdo de toxicidade renal no desenvolvimento de novos
produtos € o exame de microscopia light do rim,exame este que leva em
consideragdo uma analise geral do tecido destacando aspectos do corte

histoldgico, suplementado pela analise do soro e urina.



2.0 Objetivos

Como varios medicamentos citados pelo FDA, para o tratamento da

tuberculose apresentam forte efeito adverso sobre o figado e rim, o objetivo

deste trabalho é determinar a toxicidade pré-clinica de extratos de plantas do

cerrado brasileiro ativos contra M. tuberculosis, dando especial atencao para os

sistemas hepatobiliar e renal.

a)

b)

Para atender este objetivo foi proposto:

Determinacdo da Toxicidade aguda oral dos extratos vegetais em ratos
machos e fémeas, seguindo de perto, mais rigorosamente possivel os
protocolos da “Organization for Economic Cooperation and Development®
(OECD), protocolos 401 e 408 determinando inclusive a DL 50, caso algum
dos extratos apresente esta necessidade.

De acordo com os resultados dos experimentos da Toxicidade oral aguda,
subdividir as doses para estudos da Toxicidade oral a médio prazo (90 dias),
também em ratos, seguindo de perto, as recomendagbes da ANVISA
Resolugéo - RE N° 90 de margo de 2004.

Avaliar mais cuidadosamente o perfil hepatobiliar e renal dos ratos, segundo
0 periodo e via de administragdo proposto para utilizacdo terapéutica,
determinando inclusive a dose referéncia (RfD) para estudos clinicos

posteriores.



3.0 Material e Método

3.1 Material
3.1.1 Extratos Vegetais

Os extratos vegetais foram produzidos no laboratério de Farmacognosia
e Fitoterapia da Universidade Paranaense — Unipar- Paranavai-Pr. O processo
empregado para a realizagéo dos extratos foi extracao exaustiva.

O material vegetal empregado neste trabalho foi coletado na regido de
cerrado do estado de Mato Grosso do Sul (Regido de Bataguassu — Latitude 21°
42’ 517 Sul e Longitude 52° 25’ 20” Oeste), Campo Grande ( Latitude 20° 24’
Sul e Longitude 54° 35’Ocidental) e Rio Verde- Goias ( Latitude 17° 47’ 53” Sul
e Longitude 51° 55’ 53” Oeste). As coletas aconteceram no periodo de Margo a
Junho de 2006.

Os materiais vegetais utilizados neste trabalho foram: Syngonanthus
macrolepsis (parte da planta: escapos; agente extrator: cloroférmio) Turnera
ulmifolia (parte da planta: folhas; agente extrator: diclorometano) e Quassia
amara (parte da planta: cascas; agente extrator: diclorometano). Essas plantas
sdo conhecidas popularmente respectivamente por Sempre viva, Damiana e
pau-tenente.

O material vegetal foi coletado e acondicionado temporariamente em
sacos plasticos, transferidos para caixa de isopor com gelo, com a finalidade de
impedir alteragbes; posteriormente congelados e armazenados até o momento

do uso.



Para a producédo dos extratos, toda sujidade e material particulado nao
pertencente a planta foram removidos, o material vegetal foi lavado com agua
corrente, a seguir, colocados em estufa de secagem a temperatura de 40°C,
com constante movimentagao.

A amostra de droga vegetal referente a T.ulmifolia (folhas) foram
trituradas em moinho de facas; S. macrolepsis (escapos); Q. amara (cascas)
foram trituradas e fragmentadas respectivamente. As drogas vegetais trituradas
foram transferidas para béqueres de vidro, e o agente extrator prontamente
adicionado, toda a operacéo foi intercalada com agitagcédo mecanica/diariamente.
Os frascos foram tampados com papel aluminio e acondicionados ao abrigo da
luz com tempo de permanéncia de no minimo 48 e maxima de 96 horas de
contato entre o agente extrator e a droga vegetal. Apds este periodo, a fragéo
liquida foi filtrada e transferida para evaporador rotativo sob pressao reduzida.
Os agentes extratores isolados foram novamente adicionados aos frascos
contendo a droga vegetal, repetindo mais cinco vezes este ciclo de extracdo
para cada planta em estudo.

Os extratos foram transferidos para chapa aquecedora a temperatura de
40°C por periodo de 4 horas, com a finalidade de evaporar o conteudo
remanescente de agente extrator. Os frascos contendo o extrato vegetal
receberam solucado de Tween 80 a 5% (V/V), o que permitiu a dissolugéo dos
extratos vegetais em agua destilada, a partir deste momento denominou-se
“Solucao Mae”, estas permaneceram congeladas até o momento do uso.

A partir das solugcbes mae, foram preparadas diluicdes nas
concentragdes de 2400, 1200, 800, 400 e 200 pg/ml para administracao oral nos

animais em estudo. As diluicdes de uso apresentavam concentracédo de Tween



80 nas seguintes concentragbes: 2400 ug/ml (5%); 1200 pg/ml (2,5%); 800
pg/ml (1,7%); 400 pg/ml (0,8%); 200 pg/ml (0,4%).
3.1.2 Controle dos extratos vegetais

Os extratos vegetais de S. macrolepsis, T.ulmifolia e Q.amara , foram
analisados frente a mesma cepa padrao de Mycobacterium fortuitum
empregada nos estudos descritos por ARANTES et al (2005), a técnica do
Microplate Alamar Blue Assay - MABA foi utilizada, assim como descritos nos
estudos do autor acima.Os resultados obtidos neste experimento foram
similares aos obtidos por ARANTES et al (2005), confirmando a eficacia dos

extratos e a concentrag&o dos principios ativos.

3.2 Método
3.2.1 Toxicidade a curto prazo
Observagao: Comité de ética

O presente trabalho foi aprovado pelo comité de ética- Unesp prot. CEP/
FCF/CAr n. 19/2006.

Os ratos albinos Wistar foram aclimatados em sala controlada com
temperatura entre 24°C + 2, umidade relativa entre 55% + 10% e ciclo claro e
escuro 12 horas, alternando as 07h: 30 min. Os ratos (as) foram separados (as)
em grupos de 6 machos/fémeas e alojados em gaiolas de 30x40x20cm, agua e
racao ad libitum.

Apds jejum de 12 horas, mantendo somente agua de bebida, os ratos
receberam dose inicial de 2000mg/kg/peso de extrato via gavagem e
observados em periodos programados de 30 minutos 1h, 2h, 4h, 8h e 24 horas

e diariamente até o 14° dia, os experimentos foram programados para iniciarem



as 08:00horas. Durante este periodo, os ratos foram avaliados quanto:
Alteracdo de pélos, alteracdo de pele, alteracdo de mucosas, tremores,
convulsdes, resposta ao toque, coma, irritabilidade, lacrimacéo, letargia,
piloerecéo, diarréia, defecacdo, salivagdo, micgdo, o0s animais que
apresentaram respostas agressivas ao toque por um tempo ap6s administragéo
foram considerados como irritados; respostas estas, sempre comparadas as
dos animais controle.

Ap6s o periodo de estudo os ratos foram eutanasiados e analisados
quanto morfologia e peso dos seguintes érgaos: coragao, figado, rins, pulmao e
baco.

Como os extratos ndo provocaram nem morte e nem efeitos graves com
a dose de 2000mg/kg, outros 2 grupos de 6 machos e fémeas foram
submetidos a dose de 5000mg/kg/peso e analisados quanto aos mesmos

parametros citados para a dose de 2000mg/kg.

3.2.2 Toxicidade a médio prazo

3.2.2.1 Teste de Palatabilidade

Para a realizacdo do teste de palatabilidade foram empregados 20 ratos
albinos Wistar, aclimatados e acondicionados individualmente em gaiolas
metabdlicas, todos receberam racado ad libitum. Os animais foram divididos em
quatro subgrupos de 5. Para cada grupo foi administrado o extrato de uma
planta; S. macrolepsis, T.ulmifolia, Q.amara e para o quarto grupo foi destinado

apenas agua de torneira, caracterizando o grupo controle.



Para avaliacdo do volume de ingestédo, os extratos das trés plantas as
foram mantidos por periodo de 7 dias em substituicdo a agua de bebida, em
concentragbes crescentes. Nao se observou diferengas entre a ingestdo do
controle e a ingestdo dos extratos analisados, até a concentracdo de 800
ug/ml. Em concentragao superior (1200ug/ml) houve redugéo dos extratos
comparando com a agua de bebida, caracterizando a n&o aceitabilidade da

palatabilidade.

3.2.2.2 Avaliacao de toxicidade

Os ratos Wistar foram aclimatados em sala controlada com temperatura
entre 24°C + 2, umidade relativa entre 55% * 10% e ciclo claro e escuro 12
horas alternando as 07h30min. Alojados individualmente em gaiolas
metabdlicas (Nalgene®), os ratos Wistar receberam extratos vegetais
adicionados em agua de bebida, nas concentragdes de 200 pg/ml grupo 1
(animais de 1 a 5); 400 ug/ml grupo 2 (animais de 6 a 10); e 800 pg/ml grupo 3
(animais de 11 a 15) e os animais de 16 a 20 receberam apenas agua
(Controle), todos os animais receberam racgéo ad libitum.

Durante 90 dias os animais foram avaliados em relagdo ao volume de
ingestao do extrato e producgéo de urina. Estes foram submetidos a jejum de 12
horas, mantendo apenas a agua de bebida, pesados, anestesiados para coleta

de sangue para avaliagao bioquimica e hematoldgica, e para coleta de 6rgaos.

3.2.2.3 Coleta do Material
Os ratos albinos Wistar foram individualmente transferidos para cuba de

vidro, contendo éter etilico embebido em algodao.



Apoés anestesia os ratos foram pesados, transferidos para mesa cirurgica
e realizada coleta de sangue através de puncgéo cardiaca, empregando seringa
descartavel de 10 ml e agulha 27 X 0,5. O sangue foi dividido em dois tubos
para obtenc&o de soro e plasma.

O sangue total foi dividido em dois tubos plasticos, em um primeiro tubo,
rotulado contendo EDTA a 10% na proporgéo de 50ul para cada ml de sangue,
o0 segundo tubo recebeu o0 mesmo volume de sangue que o primeiro, porém
sem adicao de anticoagulante.

No sangue contendo EDTA foi realizado hemograma com auxilio de
contador de células hematolégicas e confecgdo de lamina para contagem
diferencial. Depois da leitura, o sangue foi centrifugado a 2500 rpm por 10 min,
para obtencéo do plasma.

Para o tubo sem anticoagulante, apds a retragéo do coagulo centrifugou-
se a 2500 rpm por 10 min, para proporcionar melhor separa¢ao do soro. O soro

entédo foi dividido em aliquotas e congelado até o momento do uso.

3.2.2.4 Analise do perfil bioquimico

Foram realizadas analises das seguintes enzimas ALT, AST, y-GT, ALP
e de produtos intermediarios do metabolismo: Bilirrubina, uréia, creatinina e TP.
As dosagens foram realizadas com kits Labtest ® (ALT, Y-GT, ALP, Bilirrubina,
Uréia, creatinina e TP) exceto para AST, onde se empregou Kit Gold Analysa®.
Os valores referenciais foram comparados segundo MITRUKA & RAWNSLEY

(1981).



3.2.2.5 Hemograma

O hemograma é dividido em duas partes, a contagem total e diferencial.
Para a realizagcdo de contagem total foi empregado equipamento automatizado
(Coulter®) e a contagem diferencial foi realizada empregando metodologia
tradicional, que consiste em corar a lamina e contar as diferentes células
presentes em diferentes campos visuais até totalizar a centésima célula.

Para realizagdo do hemograma, as ladminas de vidro foram
cuidadosamente lavadas e submersas em alcool 70% até o momento do uso.
Para a confec¢cdo da Iamina sanguinea permanente (esfregaco) foi adicionado
pequeno volume de sangue total em uma das extremidades da lamina e
realizado o esfregagco hematoldgico utilizando lamina distensora (arestas
aparadas).

Apds 5 (cinco) minutos a lamina foi transferida para plataforma de
coloragéo, coberta completamente por metanol, agente fixador do esfregaco. O
fixador permaneceu em contato com o esfregaco por 3 minutos, removido o
excesso, cobriu-se o esfregaco com Giemsa (Diluicao 1:10), permanecendo
durante 15 minutos, Todo o excesso de corante foi removido, lavado com agua
destilada e analisado em microscopia com objetiva de 100 X para contagem

diferencial.

3.2.2.6 Analises histopatologicas
Para realizacdo de analise morfoldgica, os seguintes 6rgaos foram
removidos: coracgdo, figado, rins, pulmdo e baco. O figado e os rins foram

analisados posteriormente quanto ao perfil histoldgico e patoldgico.



O figado e os rins foram cuidadosamente dissecados, lavados em salina
e transferidos para papel de filtro e pesados. Estes 6rgdos foram transferidos
para béqueres individuais contendo solugcdo de formaldeido (fixador) a 10%
permanecendo por periodo de 7 dias. Ap6s este periodo, o fixador removido e
adicionado alcool 70% por periodo de 24 horas, a seguir alcool a 90% por 2
horas e finalmente, alcool 100% por 24 horas, para promover a desidratagéo
das pecas. Como clareador foi empregado xilol/alcool na proporgéo de (1/1) por
3-4 horas. Apés inclusdao em parafina foram feitos os cortes em microtomo
rotativo com espessura entre 4 a 6 ym.

Os cortes recém produzidos foram transferidos para banho-maria a 40°C
por periodo de 1 min, para promover a dilatacdo da peca e facilitar a coloragéo.
Os cortes foram transferidos para laminas de vidro devidamente rotuladas e
posteriormente coradas por Hematoxilina e eosina. Para evitar a degradacgéo e
deterioracao foi utilizado balsamo do canada e laminulas de vidro para tornar
as laminas permanentes.
3.2.2.7 Analises da Urina

A urina dos animais foi analisa na primeira e penultima semana do
experimento. A coleta ocorreu na manha do sétimo dia de aclimatacao e sete
dias antes do sacrificio, as amostras foram colhidas as 08:00 apés periodo de
12 horas de jejum e agua ad libitum.Para analise de urina, foi empregado
proveta de vidro, avaliou-se a volumetria urinaria no periodo de 12 horas,
coloracédo e caracteristicas fisico-quimicas. Para avaliacéo fisico-quimica foi
empregando fita reativa Macromedia®.

Os paréametros de analise foram: Densidade, pH, glicose, hemaceas,

bilirrubina, cetonas, leucocitos, nitrito, uréia, urobilinogénio.



3.2.2.8 Analises Estatisticas

Para os experimentos de variavel tipo comparacdo de médias de
atividade enzimatica ou quantidade de metabdlitos no plasma ou urina, foi
usado ANOVA seguido pelo teste de Tuckey. O nivel critico de significancia

para rejeicdo da hipotese de nulidade foi de p<0,05 em todos os testes.



4.0 RESULTADOS

Toxicidade a curto prazo

Para o extrato de T.ulmifolia, foi possivel observar ap6s administracao
de 2000 mg/kg/peso, alteragdes de irritabilidade, e piloerecéo, em dois animais
machos e duas fémeas com permanéncia dos sinais até 60 minutos apos a
administragdo. Para a dose de 5000mg/Kg/peso, foi observado as mesmas
alteragbes para o mesmo numero de animais tanto machos quanto para
fémeas.

As observagdes dos 6rgaos (coragdo, figado, rim pulmdo e bacgo)

apresentaram morfologia e coloragéo dentro dos padrées de normalidade.

Syngonanthus macrolepsis

Apb6s administracdo de extrato de S. macrolepsis na dose de 2000
mg/kg/peso foi possivel constatar irritabilidade em uma fémea, e o efeito se
manteve por 8 horas, o mesmo efeito ndo foi observado em machos. Com
relacdo a administracdo referente a dose 5000mg/kg/peso, foi possivel
observar maior irritabilidade apenas em duas fémeas, efeito este ausente nos
machos. As observacbes dos 6rgaos (coracao, figado, rim pulméo e baco)

apresentaram morfologia e coloragao dentro dos padrées de normalidade.



Quassia amara

Na avaliagdo do extrato de Q. amara 2000mg/Kg/peso, foi possivel
observar a presencga de irritabilidade em dois machos e trés fémeas apos
administragdo por um periodo de 60 minutos. Para as doses de
5000mg/Kg/peso, foi observado irritabilidade em trés animais machos e duas
fémeas.

Também para este extrato, as observagdes dos 6rgaos (coragéo, figado,
rim pulmao e bago) apresentaram morfologia e coloragdo dentro dos padrdes

de normalidade.



Toxicidade a médio prazo — Experimento | (Machos)

Ao iniciar os experimentos dos animais pesavam em média 202g+5 e apds
90 dias de exposicéo de fémeas estavam pesando em torno de 296g e os machos
417g. Em média os animais ingeriram em torno de 26,5mL por dia de agua ou

extrato diluido independente da concentracéo do extrato.

Avaliagao Bioquimica:

Tabela 1. Avaliacdo do perfil Bioquimico do soro de ratos submetidos a

concentragbes de 200, 400 e 800 ug/ml de extrato bruto de Turnera ulmifolia na
agua de bebida apds 90 dias de exposicéo

Avaliagbes Controle 200ug/ml 400ug/ml 800ug/ml

Creatinina (mg/dl) 0,45+0,01 0,46+0,02 0,49+0,01 0,50+0,01
Uréia (mg/dl) 11,85+0,22 14,84+0,26 14,20+1,02 16,93+0,91#
AST (I.LU./L) 66,40+2,16 69,20+3,03 70,00+2,37 70,00£1,30
ALT (L.U./L) 15,71£1,74 19,21+£3,27 20,95+2,14 20,95+2,14

v-GT (I.U./L) 1,70+0,26 1,70+0,26 1,70+0,26 1,91+0,21
ALP (I.U./L) 33,17+5,51 35,93+3,39 38,70+2,70 38,70+2,76
Bilirrubin (mg/dl) 0,35+0,01 0,334+0,01 0,36+0,01 0,394+0,01*

TP (s) 6,00+0,32 6,20+0,20 6,40+0,40 6,00+0,32

N=5

Erro padrao da média
*Média Diferente da dose de 200 pg/ml
# Médias diferentes do grupo controle
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Figura 1. Concentragoes medias de creatinina no soro de ratos (n=5) tratados
com extrato de Turnera ulmifolia em diferentes concentragdes na agua de
bebida apds 90 dias de exposigao.
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Figura 2. Concentragdes médias de uréia no soro de ratos (n=5) tratados com
extrato de Turnera ulmifolia em diferentes concentragdes na agua de bebida
apos 90 dias de exposicao.
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Figura 3. Concentracbes médias de AST no soro de ratos (n=5) tratados com
extrato de Turnera ulmifolia em diferentes concentragcbes na agua de bebida
ap6s 90 dias de exposicao.
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Figura 4. Concentracbes médias de ALT no soro de ratos (n=5) tratados com
extrato de Turnera ulmifolia em diferentes concentragcbes na agua de bebida
ap6s 90 dias de exposicao.
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Figura 5. Concentragcdes médias de y-GT no soro de ratos (n=5) tratados com
extrato de Turnera ulmifolia em diferentes concentragdes na agua de bebida
apos 90 dias de exposicao.
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Figura 6. Concentracbes médias de ALP no soro de ratos (n=5) tratados com
extrato de Turnera ulmifolia em diferentes concentragcbes na agua de bebida
ap6s 90 dias de exposicao.

0,40 -

#
0,36 -
0,32 4
0,28 -
0,24 -
0,20 4 ‘ ‘ ‘

Controle 200 pg/ml 400 pg/ml 800 pg/ml

Bilirrubina direta (mg/dl)

Concentragdo de extrato

Figura 7. Concentragcdes médias de Bilirrubina direta no soro de ratos (n=5)
tratados com extrato de Turnera ulmifolia em diferentes concentragdes na agua
de bebida apo6s 90 dias de exposicao.
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Figura 8. Concentragcbes médias de TP no soro de ratos (n=5) tratados com
extrato de Turnera ulmifolia em diferentes concentragbes. em diferentes
concentragcdes na agua de bebida apds 90 dias de exposigéo.

Tabela 2. Avaliacdo do perfil Bioquimico do soro de ratos submetidos as
concentragbes de 200, 400 e 800 ug/ml de extrato bruto de Syngonhanthus

macrolepsis apés 90 dias de exposigcéo

Avaliacdes Controle 200pg/ml 400pug/ml 800ug/ml
Creatinina (mg/dl) 0,41+0,02 0,41+0,02 0,42+0,02 0,48+0,03
Uréia (mg/dl) 12,52+1,47 14,73+1,65 15,47+2,95 16,95+1,47
AST (.U./L) 64,80+0,73 64,00+2,38 65,40+1,63 66,60+0,68
ALT (L.U./L) 13,97+2,14 15,7143,27 19,21+1,75 19,21+1,75
v-GT (I.LU./L) 1,63+0,57 1,48+0,26 2,76+0,72 3,18+1,11
ALP (I.U./L) 33,17+3,39 36,56+3,04 40,47+3,40 49,75+8,29
Bilirrubin (mg/dl) 0,30+0,03 0,3240,03 0,35+0,03 0,3840,01
TP (s) 6,80+0,37 6,80+0,58 7,00+0,45 7,20+0,58

N=5

Erro padrdo da média
*Média Diferente da dose de 200 pg/ml
# Médias diferentes do grupo controle
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Figura 9. Concentracdes médias de creatinina no soro de ratos (n=5) tratados

com extrato de Syngonhanthus macrolepsis em diferentes concentracées na
agua de bebida apds 90 dias de exposigéo.
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Figura 10. Concentragbes médias de Uréia no soro de ratos (n=5) tratados com
extrato de Syngonhanthus macrolepsis em diferentes concentragdes na agua de
bebida apds 90 dias de exposigao.
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Figura 11. Concentracbes médias de AST no soro de ratos (n=5) tratados com
extrato de Syngonhanthus macrolepsis em diferentes concentragbes na agua de
bebida apds 90 dias de exposigao.
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Figura 12. Concentragbes médias de ALT no soro de ratos (n=5) tratados com
extrato de Syngonhanthus macrolepsis em diferentes concentra¢des na agua de
bebida apds 90 dias de exposigao.
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Figura 13. Concentra¢cdes médias de y-GT no soro de ratos (n=5) tratados com
extrato de Syngonhanthus macrolepsis em diferentes concentragdes na agua de
bebida apds 90 dias de exposigao.
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Figura 14. Concentragbes médias de ALP no soro de ratos (n=5) tratados com
extrato de Syngonhanthus macrolepsis em diferentes concentragbes na agua de
bebida apds 90 dias de exposigao.
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Figura 15. Concentragcbes médias de TP no soro de ratos (n=5) tratados com
extrato de Syngonhanthus macrolepsis em diferentes concentragdes na agua de
bebida apds 90 dias de exposigao.

Tabela 3. Avaliacéo do perfil Bioquimico do soro de ratos submetidos as doses de
200, 400 e 800 ug/ml de extrato bruto de Quassia amara ap6s 90 dias de

exposicao
Avaliacdes Controle 200ug/ml 400ug/ml 800ug/ml
Creatinina(mg/dl) 0,40+0,01 0,44+0,05 0,44+0,03 0,48+0,02
Uréia (mg/dl) 13,44+2,53 14,52+1,87 14,91+1,66 14,91+1,66
AST (LU./L) 63,40+1,03 64,80+1,46 64,204+2,20 66,80+1,11
ALT (L.U./L) 13,97+2,14 15,71+1,75 15,71+3,27 17,46+2,76
v-GT (LLU./L) 1,48+0,26 1,70+0,26 1,70+0,26 1,91+0,21
ALP (I.U./L) 30,40+2,76 33,1743,39 35,93+3,39 35,93+3,39
Bilirrubina (mg/dl) 0,32+0,01 0,35+0,01 0,35+0,02 0,38+0,01**
TP (s) 6,20+0,37 6,80+0,37 6,80+0,37 6,60+0,51
N=5

Erro padrdo da média
** Média diferente do grupo controle e da dose de 200 ug/ml

Creatinina (mg/dl)

0,54
0,45 -
0,36 -
0,27
0,18 -
0,09 -
0,00 -
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Figura 16. Concentra¢cdes médias de creatinina no soro de ratos (n=5) tratados
com extrato de Quassia amara em diferentes concentragées na agua de bebida
ap6s 90 dias de exposicao.
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Figura 17. Concentragbes médias de Uréia no soro de ratos (n=5) tratados com
extrato de Quassia amara em diferentes concentragdes na agua de bebida apoés
90 dias de exposigéo.
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Figura 18. Concentracbes médias de AST no soro de ratos (n=5) tratados com
extrato de Quassia amara em diferentes concentragdes na agua de bebida apoés
90 dias de exposicgéo.
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Figura 19. Concentracbes médias de ALT no soro de ratos (n=5) tratados com
extrato de Quassia amara em diferentes concentragdes na agua de bebida apos
90 dias de exposigao.
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Figura 20. Concentracdes médias de y-GT no soro de ratos (n=5) tratados com
extrato de Quassia amara em diferentes concentragdes na agua de bebida apoés
90 dias de exposicgéo.
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Figura 21. Concentragbes médias de ALP no soro de ratos (n=5) tratados com
extrato de Quassia amara em diferentes concentragdes na agua de bebida apos
90 dias de exposigao.
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Figura 22. Concentragdes médias de Bilirrubina no soro de ratos (n=5) tratados
com extrato de Quassia amara em diferentes concentragcdes na agua de bebida
ap6s 90 dias de exposicao.
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Figura 23. Concentragcbes médias de TP no soro de ratos (n=5) tratados com
extrato de Quassia amara em diferentes concentragdes. em diferentes
concentragcbes na agua de bebida apds 90 dias de exposigéo.

Avaliagao Hematolodgica:

Tabela 4. Perfil hematoldgico de ratos submetidos a dose de 200,400 e 800ug/ml
de extrato bruto de Turnera ulmifolia apds 90 dias de exposigao.

Indices/Células Controle 200pug/ml 400pg/ml 800pug/ml
HM (x106uL) 6,02+0,38 6,57+0,31 6,13£0,26 7,41+0,18%*
Hb (dl) 10,88+0,82 11,46+0,54 11,24+0,41 13,24+0,41%*
Ht (%) 31,2242,36 33,41+1,60 31,64+1,46 38,10+0,81%*
VCM (fl) 51,724+0,97 50,90+0,29 51,56+0,54 51,44+0,22
HCM (pg) 18,04+0,33 17,46+0,04 18,38+0,33 17,88+0,13
CHCM (g/dL) 34,86+0,26 34,34+0,30 35,64+0,40 34,78+0,16
PLAQ (X103ML) 5,58+0,75 6,87+1,23 6,48+0,40 7,99+0,06
Contagem Diferencial
Mieldcitos 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
Metamieldcitos 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
Bastonetes 0,0£0,0 0,0+0,0 0,0£0,0 0,0+0,0
Segmentados 16,20+0,37 16,60+0,40 16,40+0,25 170,32
Eosinofilos 0,60+0,25 0,20+0,20 0,40+0,25 0,60+0,25
Basofilos 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
Linfocitos 82,80+0,80 82,60+0,81 82,80+0,73 28,40+3,99
Mondcitos 0,40+0,25 0,60+0,25 0,40+0,25 0,40+0,25

N= 5 animais por dose

EPM-= Erro padrao da média

*Média estatisticamente diferente do grupo controle

** Média estatisticamente diferente do grupo controle ¢ da dose de 400 pug/mi



Tabela 5. Perfil hematolégico de ratos submetidos a dose de 200,400 e 800ug/ml
de extrato bruto de Syngonanthus macrolepsis ap6s 90 dias de exposigao

Indices/Células Controle 200pg/ml 400pg/ml 800ug/ml
HM (XlOépL) 6,94+0,29 7,07+0,28 6,64+0,42 6,22+0,26
Hb (dl) 12,46+0,60 13,26+0,66 12,12+0,94 11,32+0,63
Ht (%) 37,36+1,57 37,78+1,73 34,2242 .40 32,54+1,74
VCM (f1) 53,84+0,22 53,42+0,54 51,4040,63 52,38+0,65
HCM (pg) 17,90+0,23 18,72+0,26 18,16+0,36 18,22+0,27
CHCM (g/dL) 33,30+0,34 35,04+0,18 35,344+0,30 34,78+0,14
PLAQ (X103ML) 7,53+0,92 8,70+0,91 8,23+0,50 64,08+0,42

Contagem Diferencial

Mielécitos 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0

Metamielocitos 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0

Bastonetes 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
Segmentados 12,80+0,60 16,80+0,58 17,40+0,40 14,40+0,75
Eosinofilos 0,0+0,0 0,0+0,0 0,60+0,25 0,60+0,25

Basoéfilos 0,0+0,0 0,0+0,0 0,2040,20 0,0+0,0
Linfocitos 86,80+1,07 83,20+0,58 81,40+0,58 84,60+1,33
Monocitos 0,2040,20 0,0+0,0 0,40+0,40 0,2040,20

N=5 animais por dose

EPM-= Erro padrao da média



Tabela 6. Perfil hematolégico de ratos submetidos as doses de 200, 400 e

800ug/ml de extrato bruto de Quassia amara ap6s 90 dias de exposicao.

Indices/Células Controle 200pg/ml 400pg/ml 800pg/ml
HM (x106pL) 6,08+0,67 6,08+0,26 6,82+0,25 5,9140,49
Hb (dl) 10,78+1,09 10,76+0,69 11,96+0,51 10,62+0,98
Ht (%) 31,78+3,27 32,14+1,85 35,44+1,53 30,74+2,62
VCM (11) 52,58+0,89 52,80+0,94 51,96+0,46 51,98+0,62
HCM (pg) 17,82+0,43 17,64+0,40 17,50+0,21 17,90+0,43
CHCM (g/dL) 33,94+0,50 33,48+0,36 33,70+0,18 34,44+0,23
PLAQ (x10°uL) 6,37+1,26 6,86+0,56 8,24+0,55 7,07+0,64
Contagem Diferencial
Mielébcitos 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
Metamieldcitos 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
Bastonetes 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
Segmentados 13,00+0,45 13,20+0,80 12,6+0,40 12,80+0,37
Eosinofilos 0,0+0,0 0,0+0,0 0,20+0,20 0,20+0,20
Basofilos 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
Linfocitos 86,60+1,03 86,60+0,51 86,40+0,68 86,60+1,03
Mondocitos 0,40+0,25 0,20+0,20 0,40+0,25 0,40+0,25

N= 5 animais por dose

EPM= Erro padrido da média
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Avaliagao Bioquimica

Tabela 7. Avaliacéo do perfil Bioquimico do soro de ratas submetidas as doses de
200, 400 e 800 npg/ml de extrato bruto de Turnera ulmifolia apdés 90 dias de

exposicao
Avaliagdes Controle 200ug/ml 400ug/ml 800ug/ml
Creatinina (mg/dl) 0,46+0,01 0,46+0,01 0,49+0,01*%*  0,49+0,01**
Uréia (mg/dl) 11,96+0,91 11,96+0,91 12,87+1,11 18,60+3,78*
AST (I.U./L) 68,40+0,5 69,80+0,49 70,20+£0,49*  70,20+0,49*
ALT (I.U./L) 15,71+1,5 20,95+2,14 20,95+2,14 22,70+2,14
v-GT (LU./L) 1,48+0,26 1,48+0,26 1,70+0,26 1,90+0,21
ALP (I.LU./L) 30,40+2,6 33,06+3,43 38,66+2,80 38,66+2,80
Bilirrubina (mg/dl) 0,32+0,01 0,34+0,01 0,35+£0,01*  0,38+0,01***
TP (s) 6,60+0,25 6,60+0,25 7,200,20 7,60+0,40
N=5

Erro padrao da média
*Média diferente em relagéo ao controle, p< 0,05, Teste de Tuckey.
** Média diferente em relagédo ao controle e a dose de 200 ug/ml, p< 0,05, Teste

de Tuckey

*** Média diferente em relagdo ao controle e a dose de 200 e de 400 ug/ml,
p<0,05, Teste de Tuckey
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Figura 24. Concentragcdes médias de creatinina no soro de ratas (n=5) tratados
com extrato de Turnera ulmifolia em diferentes concentragdes na agua de
bebida apds 90 dias de exposigao.
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Figura 25. Concentragbes médias de Uréia no soro de ratas (n=5) tratadas com
extrato de Turnera ulmifolia em diferentes concentragdes na agua de bebida
ap6s 90 dias de exposicao.
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Figura 26. Concentragbes médias de AST no soro de ratas (n=5) tratadas com
extrato de Turnera ulmifolia em diferentes concentragcbes na agua de bebida
ap6s 90 dias de exposicao.
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Figura 27. Concentragbes médias de ALT no soro de ratas (n=5) tratadas com
extrato de Turnera ulmifolia em diferentes concentragcbes na agua de bebida
ap6s 90 dias de exposicao.
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Figura 28. Concentracdes médias de y-GT no soro de ratas (n=5) tratadas com

extrato de Turnera

ulmifolia em diferentes concentragbes na agua de bebida

ap6s 90 dias de exposicao.
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Figura 31. Concentragcbes médias de TP no soro de ratas (n=5) tratadas com
extrato de Turnera ulmifolia em diferentes concentragcbes na agua de bebida
ap6s 90 dias de exposicao.

Tabela 8. Avaliagédo do perfil Bioquimico do soro de ratas submetidas as doses
de 200, 400 e 800 pug/ml de extrato bruto de Syngonanthus macrolepsis apds 90
dias de exposigao.

Avaliacdes Controle 200pg/ml 400pg/ml 800pg/ml
Creatinina (mg/dl) 0,40+0,02 0,43+0,02 0,46+0,02 0,46+003
Uréia (mg/dl) 13,24+0,9 13,24+0,89 16,9543,61 19,89+3,61
AST (LU./L) 60,4042,2 63,2042,31 67,80+2,76 70,40+2,01
ALT (I.U./L) 15,71£1,5 19,21+4,28 22,70+3,49 22,70+3,49
v-GT (I.U./L) 1,27+0,21 1,70+0,26 1,91+0,21 2,124+0,21*
ALP (L.LU./L) 22,11+3.9 27,64+6,18 30,40+5,17 33,17+5,53
Bilirrubina (mg/dl) 0,34+0,01 0,34+0,01 0,35+0,02 0,36+0,02
TP (s) 6,40+0,25 6,60+0,25 6,60+0,25 7,40+0,25%*
N=5

Erro padrdo da média
*Média diferente em relacdo ao controle, p< 0,05, Teste de Tuckey
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Figura 32. Concentragdes médias de creatinina no soro de ratas (n=5) tratadas
com extrato de Syngonanthus macrolepsis em diferentes concentragcdes na
agua de bebida apdés 90 dias de exposicéo.
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Figura 33. Concentragbes médias de Uréia no soro de ratas (n=5) tratadas com
extrato de Syngonanthus macrolepsis em diferentes concentragdes na agua de
bebida apds 90 dias de exposigao.
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Figura 34. Concentracbes médias de AST no soro de ratas (n=5) tratadas com
extrato de Syngonanthus macrolepsis em diferentes concentragdes na agua de
bebida apos 90 dias de exposigao.
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Figura 35. Concentracbes médias de ALT no soro de ratas (n=5) tratadas com
extrato de Syngonanthus macrolepsis em diferentes concentragbes na agua de
bebida apds 90 dias de exposigao.
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Figura 36. Concentracdes médias de y-GT no soro de ratas (n=5) tratadas com
extrato de Syngonanthus macrolepsis em diferentes concentragdes na agua de
bebida apbs 90 dias de exposigao.
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Figura 38. Concentragdes médias de Bilirrubina no soro de ratas (n=5) tratadas
com extrato de Syngonanthus macrolepsis em diferentes concentragdes na
agua de bebida apds 90 dias de exposigéo.
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Figura 39. Concentragbes médias de TP no soro de ratas (n=5) tratadas com
extrato de Syngonanthus macrolepsis em diferentes concentragdes na agua de
bebida apos 90 dias de exposigao.

Tabela 9. Avaliacéo do perfil Bioquimico do soro de ratas submetidas as doses de
200, 400 e 800 ug/ml de extrato bruto de Quassia amara ap6s 90 dias de
exposicao

Avaliagdes Controle 200pg/ml 400pg/ml 800pug/ml
Creatinina(mg/dl) 0,42+0,01 0,42+0,01 0,42+0,01 0,42+0,02
Uréia (mg/dl) 12,52+1,47 15,82+1,35 15,82+1,35 16,94+1,47
AST (LU./L) 68,00+1,23 73,00+1,23 75,00+2,74 78,00+£3%
ALT (L.U./L) 13,97+2,14 24,44+4,28 24,44+4,28 29,68+2,14*
y-GT (I U /L) 1,29+2,14 1,524+0.28 1,524+0,28 1,98+0,23
ALP (I .U ./L) 30,40+5,17 30,40+5,17 33,17+£3,38 38,70+2,76
Bilirrubi e dl 0,360,001 0,37+0,01 0,37+0,01 0,37+0,01
ilirrubina (mg/dl) 6,8040,20 6,8040,37 7,2040,37 7,4040,51
TP (s)
N=5

Erro padrdo da média
*Média diferente em relagdo ao controle, p< 0,05, Teste de Tuckey.
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Figura 40. Concentragcdes médias de creatinina no soro de ratas (n=5) tratadas
com extrato de Quassia amara em diferentes concentragcdes na agua de bebida
ap6s 90 dias de exposicao.
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Figura 41. Concentragbes médias de Uréia no soro de ratas (n=5) tratados com
extrato de Quassia amara em diferentes concentragdes na agua de bebida apo6s
90 dias de exposigao.
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Figura 42. Concentragbes médias de AST no soro de ratas (n=5) tratadas com
extrato de Quassia amara em diferentes concentragdes na agua de bebida apos
90 dias de exposigao.
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Figura 43. Concentragbes médias de ALT no soro de ratas (n=5) tratadas com
extrato de Quassia amara em diferentes concentragdes na agua de bebida apoés
90 dias de exposicéo.
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Figura 44. Concentracdes médias de y-GT no soro de ratas (n=5) tratadas com
extrato de Quassia amara em diferentes concentragdes na agua de bebida apo6s
90 dias de exposigao.
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Figura 45. Concentragbes médias de ALP no soro de ratas (n=5) tratadas com
extrato de Quassia amara em diferentes concentragdes na agua de bebida apo6s
90 dias de exposigao.
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Figura 46. Concentragbes médias de Bilirrubina no soro de ratas (n=5) tratadas
com extrato de Quassia amara em diferentes concentragées na agua de bebida
ap6s 90 dias de exposicao.
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Figura 47. Concentragbes médias de TP no soro de ratas (n=5) tratadas com
extrato de Quassia amara em diferentes concentragdes na agua de bebida apoés

90 dias de exposicgéo.

Avaliagao Hematolodgica:

Tabela 10. Perfil hematoldgico de ratas submetidas a dose de 200, 400 e 800ug/ml de

extrato bruto de Turnera ulmifolia apds 90 dias de exposigao.

Indices/Células Controle 200pg/ml 400pg/ml 800ug/ml
HM (x10°uL) 6,00+0,12 7,01+0,24* 6,98+0,17* 6,82+0,21*
Hb (dl) 11,70+0,49 12,08+0,45 12,28+0,32 11,30+1,20
Ht (%) 32,44+2,20 33,60+2,42 35,26+2,64 35,34+1,29
VCM (fl) 52,3442,04 52,74+0,32 53,50+1,22 54,18+0,97
HCM (pg) 18,06+0,43 18,38+0,18 18,44+0,29 18,62+0,20
CHCM (g/dL) 33,80+0,18 33,94+0,04 34,68+£0,25%* 34,68+0,17%*
PLAQ (x10°uL) 8,34+0,91 8,73+0,79 8,73+0,74 9,06+0,51
Contagem Diferencial
Mieldcitos 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
Metamieldcitos 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
Bastonetes 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0+0,0 0,0£0,0
Segmentados 12,80+0,49 12,60+0,40 13,20+0,58 13,00+0,45
Eosinofilos 0,0+0,0 0,20+0,20 0,0+0,0 0,0+0,0
Basofilos 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
Linfocitos 87,00+0,45 87,20+0,58 86,80+0,58 86,80+0,58
Mondcitos 0,20+0,20 0,20+0,20 0,0+0,0 0,20+0,20

N= 5 animais por dose

EPM-= Erro padrao da média
*M¢édia diferente em relag@o ao controle, p<0,05, Teste de Tuckey
** Média diferente em rela¢do ao controle e a dose de 200ug/mi



Tabela 11. Perfil hematoldgico de ratas submetidas as doses de 200, 400 e 800ug/ml

de extrato bruto de Syngonanthus macrolepsis apds 90 dias de exposi¢ao

Indices/Células Controle 200pg/ml 400pg/ml 800ug/ml
HM (x10°uL) 6,10+0,10 6,83+0,26 6,80+0,18 6,37+0,73
Hb (dl) 11,48+0,61 12,46+0,37 11,98+0,40 9,86+1,39
Ht (%) 34,78+1,43 37,08+0,85 31,10+2,83 34,62+1,12
VCM (1) 52,34+1,04 52,46+0,45 52,12+0,56 53,04+0,80
HCM (pg) 17,70+0,35 17,82+0,24 18,08+0,12 18,38+0,46
CHCM (g/dL) 33,76+0,17 33,94+0,04 34,50+0,26 34,44+0,34
PLAQ (x10°pL) 8,18+0,80 9,02+0,34 8,80+0,51 7,39+0,32
Contagem Diferencial
Mieldcitos 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
Metamielocitos 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
Bastonetes 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
Segmentados 12,00+0,56 13,40+0,51 12,40+0,68 13,80+0,73
Eosindfilos 0,0+0,0 0,20+0,20 0,20+0,20 0,40+0,25
Basofilos 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
Linfocitos 87,80+0,58 85,40+0,51 86,60+0,25 85,20+0,0,97
Mondcitos 0,20+0,20 1,0+0,45 0,60+0,25 0,60+0,25

N= 5 animais por dose EPM= Erro padrdo da média



Tabela 12. Perfil hematoldgico de ratas submetidas as doses de 200, 400 e 800ug/mi
de extrato bruto de Quassia amara apds 90 dias de exposigéo.

Indices/Células Controle 200pg/ml 400pg/ml 800pg/ml
HM (x10°uL) 6,08+0,23 6,81+0,25 6,48+0,45 6,24+0,70
Hb (dl) 11,02+0,85 12,06+0,46 11,68+0,38 10,84+1,12
Ht (%) 35,10+1,27 35,64+1,43 30,744+2,63 34,42+1,15
VCM (11) 53,38+1,27 51,96+0,46 51,98+0,62 52,34+0,76
HCM (pg) 18,06+0,43 17,72+0,22 17,92+0,25 18,04+0.43
CHCM (g/dL) 33,72+0,16 33,78+0,18 34,28+0,25 33,86+0,48
PLAQ (x10°uL) 7,52+0,73 8,34+0,56 7,93+0,76 6,27+1,25
Contagem Diferencial
Mielécitos 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
Metamieldcitos 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
Bastonetes 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0+0,0
Segmentados 12,00+0,32 12,80+0,58 12,80+0,58 12,00+0,32
Eosinofilos 0,0+0,0 0,00+0,00 0,40+0,25 0,40+0,25
Basofilos 0,0+0,0 0,20+0,20 0,0+0,0 0,0+0,0
Linfocitos 88,00+0,63 86,00+0,86 87,6+0,51 87,20+0,58
Mondcitos 0,040,0 0,20+0,20 0,0+0,0 0,40+0,25

N= 5 animais por dose EPM= Erro padrao da média



CORTES HISTOLOGICOS
Segue fotos de cortes histoldgicos de ratos machos e FEmeas submetidas a
dose de 800ug/mL de extratos brutos de S. macrolepsis, T. ulmifolia e Q. amara,

em agua de bebida apds 90 dias de exposigéo.

Experimento I- Machos (Rins)

‘YT Sl

Figura A. Controle. Cortex renal de ratos, mostrando células normais, sem alteragdes na
estrutura tecidual. Coloracdo H&E, 400X.A seta simples indica contornos celular normal e
a seta dupla os nticleos delimitados e com morfologia normal.

Figura B. Cortex renal de ratos tratados com extrato de S. macrolepsis 800ug/mL na dgua de
bebida apos 90 dias de exposicdo. Observa-se na lamina acumulo de células
polimorfonucleares, porém com limites normais. Coloragdo H&E, 400X. A seta indica
morfologia celular normal quando comparado ao controle.



Figura C. Cortex renal de ratos tratados com extrato de 7. u/mifolia 800pg/mL na 4dgua de
bebida apés 90 dias de exposi¢do. A lamina apresenta células com limites dentro dos
padrdes de normalidade sem alteragdes na estrutura tecidual. Coloragdo H&E, 400X. A seta
indica artefato de coloragdo.

—_—

Figura D. Cortex renal de ratos tratados com extrato de Q. amara 800pg/mL na agua de
bebida apos 90 dias de exposicdo. Observa-se na lamina células com morfologia normal,
sem alteragdes nas extremidades. Coloragdo H&E,400x. A seta indica membrana celular e
morfologia normal

Experimento Il - Fémeas

Figura E. Controle. Cortex renal de ratas, mostrando células normais, sem altera¢des na
estrutura tecidual. Coloragdo H&E, 40X. A seta simples indica contornos celulares normais
e a seta curta indica artefato de coloragao.
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Figura F. Cértex renal de ratas tratadas com extrato de S. macrolepsis 800ug/mL na dgua de
bebida apos 90 dias de exposicdo. Observa-se na lamina apresenta um aglomerado de
células polimorfonucleares, corado por H&E, 400x. A seta indica presenga de nucleos bem
delimitados e com morfologia normal

Figura G. Cortex renal de ratas tratadas com extrato de 7. u/mifolia 800ug/mL na adgua de
bebida apds 90 dias de exposi¢do. Observa-se na lamina células com morfologia normal,
sem alteragdes nas extremidades. Coloragdo H&E,400x.A seta indica contorno celular
normal.

Figura H. Cortex renal de ratas tratadas com extrato de Q. amara 800ug/mL na agua de
bebida apds 90 dias de exposi¢do. Observa-se na lamina células com morfologia normal,
sem alteragdes nas extremidades. Coloragdo H&E,100x.A seta indica artefato de corte.



CORTES HISTOLOGICOS

Experimento |- Machos ( Figado)

Figura I. Corte de figado de em rato, animais normais (Controle), corado por H&E,400x. A
seta simples indica nucleo bem delimitado e com morfologia normal a seta curta indica leve
actimulo de lipidios.

Figura J. Corte de figado de ratos tratados com extrato de S. macrolepsis 800ug/mL na dgua
de bebida apos 90 dias de exposi¢do. Observa-se na lamina células com morfologia normal.
Coloragao H&E,400x.A seta indica nicleo bem delimitado e célula com morfologia normal.



Figura K. Corte de figado de ratos tratados com extrato de 7. ulmifolia 800ug/mL na agua
de bebida apos 90 dias de exposicdo. Células normais do cortex, corados por H&E,400x. A
seta indica nucleo e nas proximidades leve acimulo de lipidios.

Figura L. Corte de figado de ratos tratados com extrato de Q. amara 800ug/mL na agua de

bebida apds 90 dias de exposi¢do. Células normais do cortex, corados por H&E,400x. A seta
indica nucleo normal e célula com morfologia normal.

Experimento lI- Fémeas (Figado)

Figura M. Corte de figado de rata controle. A visdo tecidual revela células com morfologia
normal, o tecido ndo apresenta esteatose, mas com leve acimulo de lipidios, corado por

H&E 400x. A seta simples indica nticleo norma e a seta larga indica leva acimulo de
lipidios.



Figura N. Corte do Figado ratas, tratadas com extrato de S. macrolepsis 800ug/mL na agua
de bebida apds 90 dias de exposi¢do. Visualizagdo de leve acimulo de lipidios, células
normais, sem alteragdes, corados por H&E, 400x. A seta indica o parénquima hepatico,
coloragdo normal e morfologia celular normal.

Figura O. Cortex do Figado de ratas, tratadas com extrato de 7. ulmifolia 800ug/mL na agua
de bebida apds 90 dias de exposi¢cdo. Observa-se na ldmina células com extremidades
normais, nucleos bem delimitados e leve acumulo de lipidios, corados por H&E, 400X. A
seta indica nucleo normal.

Figura P. Corte do Figado de ratas, tratadas com extrato de Q. amara 800pg/mL na dgua de
bebida apos 90 dias de exposi¢do. Observa-se na lamina células com limites normais, sem
alteragdes visiveis, corados por H&E, 400x.A seta indica nticleo normal e nas proximidades
leve acamulo de lipidios.



Analise de Urina

As urinas de todos os animais expostos aos extratos (S. macrolepsis, T.
ulmifolia e Q. amara) foram analisadas durante a primeira e penultima semana dos
experimentos a médio prazo. Entretanto, ndo foi constatada nenhuma alteragéo na

urina dos animais expostos as diferentes concentracdes dos extratos nos dois

momentos dos experimentos.



5.0 DISCUSSAO:

A partir de uma perspectiva historica, a producdo de medicamentos e o
tratamento farmacologico de doencas comecaram com o uso de plantas
medicinais. Métodos populares de cura, praticados pelos povos da regidao do
mediterraneo e do oriente, encontraram expressao no primeiro compéndio de
plantas medicinais europeu de matéria médica, escrito pelo médico grego Pedanios
Dioscorides no século | d.C.(SCHULZ et al.,2001). Hoje em dia, as vendas de
produtos de ervas tém crescido assustadoramente nos ultimos 5 anos.
Infelizmente, o conhecimento basico devotado aos efeitos adversos desses
produtos ndo tem crescido em importancia na mesma propor¢gdo de seu usoO.
Dados questionaveis de acuracia, freqliientemente desenhados para vender
produtos mais do que para prover informagdes objetivas podem ser encontrados
impressos e na midia eletrénica, mais notavelmente na internet. Mesmo em alguns
jornais da area médica desencaminhando informagdes a respeito do beneficio e do
efeito adverso de ervas pode ser encontradas (CUPP et al., 2000).

Para avaliagao da toxicidade de extratos vegetais e garantir a inocuidade ou
mesmo conhecer os possiveis efeitos adversos, faz-se necessario estudo
padronizado através de protocolos internacionais, levando em consideragao a
analise da substancia a ser testada administrada em doses crescentes. Dentro
deste universo foram analisados dados de toxicologia descritiva, bioquimicos
hematoldgicos e histopatoldgicos de extratos vegetais, apés administragao via oral,
que é uma prerrogativa da proépria utilizacdo do candidato a ser usado como

medicamento.



Com relagéo aos efeitos adversos dos extratos administrados aos animais
nos experimentos de toxicidade aguda, observou-se irritabilidade tanto de machos
quanto de fémeas em aproximadamente 30% dos animais na dose de 2000mg/kg.
Para as doses de 5000mg/kg os efeitos foram praticamente os mesmos para os
extratos T. ulmifolia e Q. amara, enquanto para o extrato de S. macrolepsis estes
efeitos foram observados somente em fémeas. As Observagbes macroscopicas
dos 6rgdos como coragdo, pulméo, baco, rim e figado ndo apresentaram qualquer
alteracao visivel. Estes dados mostram que estes extratos apresentaram baixa
toxicidade aguda via oral para ratos.

Com relagéo aos efeitos adversos dos extratos administrados aos animais
nos experimentos de toxicidade a médio prazo, comegamos com 0Os aspectos
bioquimicos, visto que as concentragcées foram subdivididas a partir do teste de
palatabilidade, cuja maior concentragdo 800ug/mL, ndo levou a nenhum efeito
visivel. A elevac&o das concentragdes de creatinina e uréia no sangue podem ser
usadas como indice de decréscimo da filtracdo glomerular (DAVIS E BERNDT,
1994). No presente trabalho os resultados de creatinina revelaram-se normais para
os machos, independente das concentracdes dos extratos das plantas (Fig.1, Fig. 9
e Fig.16). Para o estudo das fémeas houve aumento dos niveis de creatinina no
soro somente para as concentracdes de 400 e 800ug/mL do extrato de T. ulmifolia,
conforme Fig. 24. Por outro lado, os niveis de uréia dos animais submetidos aos
testes apresentaram alteragdes somente para a concentracao de 800ug/mL com o
extrato de T. ulmifolia, tanto para os machos quanto para as fémeas, conforme Fig.
2 e Fig. 25. AKDOGAN et al., (2003) avaliando a funcédo renal de extratos de
Mentha sp constataram alteracbes respectivamente de ate 35% e 28% do valor

normal para uréia e creatinina. Para SWENSON (1988) a excrecéo de uréia se



eleva com o aumento do teor de proteina digestivel da dieta, quando analisamos o
estudo de VALADARES et al (1997) pode-se concluir que a excrec¢ao de uréia é
variavel, possibilitando maior conservagao de uréia e baixas ingestdes e maior
excrecdo a altas ingestdes de N. No presente trabalho s6 se verificou elevagao
nos niveis de uréia em até 30% com o extrato de T. ulmifolia em machos.
Entretanto, para as fémeas verificou-se elevagao respectivamente de ate 36% e 7
% de uréia e creatinina. Embora haja significancia ao nivel de p<0,05 as
porcentagens mostram que as elevagdes ndo foram acentuadas.

Varios autores utilizam atividade de enzimas com AST, ALT, y-GT, para
avaliacao de dano hepatobiliar (SMINK et al., 2006; VETELAINEN et al., 2006).
No presente trabalho para a avaliacado da toxicidade hepatica foram determinados
niveis de atividade das AST, ALT, y-GT e TP. Com relagédo a AST, os machos néo
apresentaram alteragcdo alguma para os trés extratos, conforme Fig.3, Fig.11 e
Fig18; as fémeas apresentaram alteracdes para os extratos de T. ulmifolia e Q.
amara, conforme Fig.26, e Fig.42. Contudo estas elevagdes de atividades nao
foram dose dependente. Com relagdo as ALT e y-GT, os machos nao
apresentaram nenhuma alteracdo conforme Fig.4,Fig.12 e Fig.19, enquanto as
fémeas com as concentracéo de 800ug/mL de Q. amara (Fig 43) e S. macrolepsis
(Fig35) apresentaram elevacao de atividades respectivamente para ALT e y-GT. O
tempo de protrombina que também foi utilizado na avaliacdo da funcéo hepatica,
nao apresentou nenhuma alteragdo com relacdo aos machos, enquanto para as
fémeas este parametro foi alterado somente com S. macrolepsis 800ug/mL. Em

se tratando de hepatotoxicidade, estes resultados, de uma maneira geral,



mostraram que as fémeas foram mais sensiveis que os machos para todos os
extratos.

Para Kuroiwa et al., (2005) em estudo de toxicidade subcrénica realizado
com extratos de Agaricus blazei, observou maior sensibilidade de fémeas quando
comparado aos machos.

A colestase bioquimicamente consiste numa alteracdo de constituinte do
soro como hiperbilirrubinemia, bile acida e elevagdo de atividades das enzimas
ALP e y-GT (HASCHEK & ROUSSEAUX 1998). No presente trabalho a fungéo
hepatobiliar foi avaliada através da atividade da ALP, y-GT e bilirrubina no soro.

Nenhum dos trés extratos provocou alteragédo dos niveis de ALP, tanto para
machos quanto para fémeas. No entanto, o extrato de S. macrolepsis elevou a
atividades da y-GT em fémeas, mas ndo em machos. Por outro lado a bilirrubina foi
aumentada tanto em machos quanto em fémeas pelo extrato de T. ulmifolia e pela
Q.amara este aumento foi verificado somente em machos. Apesar do aumento dos
niveis de bilirrubina pelos animais o que poderia caracterizar colestase, niveis
normais de ALP n&o corrobora esta hipbétese. Alem do mais o aumento de
bilirrubina n&o foi dose dependente, contudo ele foi observado com a concentragéo
mais elevada dos extratos de T. ulmifolia e Q. amara o que pode ser um sinal de
menor nivel de concentragdo que provoca efeito adverso.

Na avaliagdo hematologica dos machos expostos ao extrato de T. ulmifolia
800ug/mL foi constatado aumento de 18% para HM, Ht e Hb conforme Tabela 7.
Para as fémeas, houve um aumento, ndo dose dependente, de HM, para as trés
concentragdes, e para 400 e 800ug/mL aumento de CHCM também ndo dose

dependente conforme Tabela 13. Para os extratos de S. mcrolepsis e Q. amara,



tanto para machos quanto para fémeas n&o houve alteragdo em nenhum parametro
hematolégico conforme Tabelas 8, 9,14 e 15. Estes resultados mostram que os
animais foram mais sensiveis ao extrato de T. ulmifolia em comparag¢ao aos outros
extratos em relagdo aos paréametros hematolégicos.

Quanto a avaliagao histopatolégica néo houve alteragdes dignas de nota em
relacdo aos controles com nenhum dos trés extratos, conforme pode ser
observadas nas laminas de cértex renal machos e fémeas Fig. de A até H e
parénquima hepatico Fig de | até O.

Como era de se esperar, a analises dos parametros urinarios (pH, cetonas,
bilirrubina, sangue, leucdcitos, glicose, densidade) n&o apresentaram alteragdes
em relagdo aos controles em nenhum dos extratos, mesmo porque nenhuma
alteracéo histopatoldgica foi encontrada ao nivel renal.

Considerando dose nenhum efeito observado (DNEAQO) ao nivel renal e
hepatico, tendo com “end point” alteragdes bioquimicas que foram as mais
sensiveis, para as fémeas seria 200ug/mL e para os machos seria 400ug/mL.

Considerando que os animais em média ingeriam 26,5mL de extrato por dia
e pesavam em média 303 g (Massa inicial + massa final = Total/2) para a
concentracdo de 200ug/mL a dose seria 17,5mg/kg de massa corpérea por dia.

Segundo ARANTES et al., (2005) os extratos de Q. amara, S. macrolepsis e
T. ulmifolia apresentaram naquele estudo um CIM inferior a 200ug/mL, resultado
muito promissor pois a recomendacao para testes In vitro é que os extratos brutos
apresentem CIM inferior a 250ug/mL. Portanto, salientamos que futuros estudos
empregando estes extratos em seres humanos e a elaboragdo de novos

fitoterapicos podem significar um importante avango no estudo destas



plantas,principalmente quando comparamos aos resultados do estudo de avaliagédo

toxicoldgica no presente trabalho.



6.0- CONCLUSAO

Os extratos de T. ulmifolia, S. macrolepsis e Q. amara, apresentam baixa
toxicidade oral aguda, pois mesmo com dose de 5000mg/kg n&o provocou
nenhuma morte. Alem do mais, efeitos apresentados como piloerecédo e
irritabilidade n&o foram alem de 8 horas.

Com relacgéo a toxicidade a médio prazo o extrato de T.ulmifolia apresentou
maior toxicidade renal que os outros dois extratos em especial para as fémeas.
Levando-se em consideragéo a toxicidade renal e hepatica as fémeas foram mais
sensiveis que os machos.

Estes dados tomados em conjunto, mostraram que o extrato de T.ulmifolia
apresentou maior toxicidade que os outros dois e que as fémeas foram mais
sensiveis que os machos.

Tomando como base a dose nenhum efeito adverso observado podemos
inferir que a dose referencia (RfD) seria 0,175mg/kg/dia, 0 que nos encoraja a
prosseguir este trabalho em termos de purificacdo destes extratos para que
possam ser utilizados como antimicobacteriano. Lembrando que a dose referéncia

para ser considerada segura é inferida como 100 X menor que a DNEAO.
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Tempo para tudo

Tudo tem o seu tempo determinado, e hd tempo para todo propdosito debaixo do céu;
Hd tempo de nascer e tempo de morrer;

Tempo de plantar e tempo de arrancar o que se plantou;
Tempo de matar e tempo de curar;

Tempo de derribar e tempo de edificar;

Tempo de chorar e tempo de rir;

Tempo de prantear e tempo de saltar de alegria;

Tempo de espalhar pedras e tempo de ajuntar pedras;
Tempo de abracar e tempo de afastar-se de abracar;
Tempo de buscar e tempo de perder;

Tempo de guardar e tempo de deitar fora;

Tempo de rasgar e tempo de coser;

Tempo de estar calado e tempo de falar;

Tempo de amar e tempo de aborrecer;

Tempo de guerra e tempo de paz.

Eclesiastes 3, 1-6

Pdgina 666 — Biblia Sagrada.
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