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“Mas eu nao quero me encontrar com gente
louca”, observou Alice.

“Vocé nao pode evitar isso”. Replicou o gato.
“Todos noés aqui somos loucos. Eu sou louco.
Vocé € louca”.

“Como sabe que eu sou louca?”, indagou
Alice.

“Deve ser”, disse o gato, “ou nao teria vindo
aqui”.

Lewis Carrol

“Alice no Pais das Maravilhas”
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RESUMO

A Operculina alata conhecida popularmente como Jalapa-do-Brasil,
pertence a familia das Convolvulaceae. Possui propriedades laxantes e
catarticas. Apesar da sua ampla comercializacao (Aguardente alema®) na forma
de extrato hidroalcoodlico (EHA) existem raros estudos sobre sua seguranca no
uso. Para tal, foram realizados em ratos de ambos os sexos, ensaios de
toxicidade aguda (DLso) e avaliado o efeito da administracdo do EHA sobre a
fertilidade (durante o periodo de gestacdao, desenvolvimento da prole, fase
embriogénica da gestacao e performance reprodutiva) e parametros bioquimico,
hematologico e morfologia dos principais tecidos. Nossos resultados mostram
que por via oral até 5,0g/kg o EHA nao produziu morte. O tratamento durante a
gestacao com EHA (25, 125 e 625mg/kg, v.0.) ndo alterou as variaveis
reprodutivas: namero de prole/mae, indice de fertilidade (n° de ratas prenhas/n°
de ratas acasaladas), indice de gestacao (% de fémeas prenhas com todos os
fetos vivos), indice de viabilidade (% de sobrevida apos 4 dias), indice de lactacao
(% de sobrevida apos o 21° dia de nascimento/n° de nascimentos), massa
corporal no 1° e 30°dia de vida, assim como, ndo modificou o perfil de
comportamento da prole em relacao ao grupo controle. O tratamento com EHA
na fase embriogénica da prenhez, nao alterou de forma significativa a massa
corporal dos fetos em relacdo ao grupo controle. Na performance reprodutiva, o
tratamento dos ratos por 30 dias com EHA, nao modificou a massa corporal e
dos principais orgaos, assim como, nao alterou de forma significativa as
variaveis reprodutivas descritas acima. O desenvolvimento (1° ao 30° dia) da
massa corporal da prole nao foi inibido. Os perfis bioquimico e hematologico
apos o tratamento cronico com EHA se mantiveram dentro dos valores de
referéncia para a espécie, com pequenas variagcoes pontuais. De forma similar, a
analise histologica nao revelou alteracao celular, a excecao do pulmao, onde foi
observado pequeno infiltrado inflamatorio. O conjunto dos resultados sugere que
o EHA de Jalapa-do-Brasil apresenta baixa toxicidade por via oral, nao modifica
a capacidade reprodutiva dos ratos de ambos os sexos. Nao altera de forma
significativa o desenvolvimento e comportamento pds-natal da progénie, assim

como, os parametros bioquimicos e hematologicos e a morfologia dos tecidos.



ABSTRACT

The Operculina alata popularly know as Jalapa-do-Brasil, belongs to the family
of Convolvulaceae. It possesses laxatives and cathartic properties. Inspite of its wide
commercialization (Aguardente alema®) in the form of hidoralcoholic extracts (HAE)
there is little information available in the literature regarding it’s safty. For such
reason, HAE of roots was studied on rats of both sexes, for acute toxity (LDso),
appraised the effect on fertility (during the gestation period, development of the
offspring, embriogenic phase of gestation and reproductive performance), biochemical,
hematological parameters and finally the morphology of the main tissues. Our results
demonstrate that oral administration of up to 5,0g/kg of HAE did not have lethal
effect. The treatment of animals during the gestation period with HAE (25, 125 and
625mg/kg, p.o.) did not alter the reproductive variables: mother/offspring relation,
fertility index (relation between pregnant and mated rats), gestation (percentage of
pregnant females with live fetus), viability (percentage of survival after 4th days),
lactation (percentage of survival after the 21th day of births/number of births), weight
in the 1st and 30th day of animals life span, as well as, it did not modify the profile of
behavior of the offspring in relation to the comparing control group. The treatment
with HAE in the embriogenic phase of the pregnancy, did not after significantly the
corporal mass of the fetuses in relation to the control group, nor in the reproductive
performance, the treatment of the rats for 30 days with HAE, modify the weight of the
main organs, as well as, the reproductive variables described above, significantly. With
daily administration of HAE, the development (1st to the 30th day) of the corporal mass
of the offspring was not inhibited. The biochemical and hematological profiles after the
chronic treatment with HAE stayed inside of the reference values for the species, with
insignificant variations. In a similar way, the histological analysis did not reveal any
cellular alteration, with the exception of the lung, where a small infiltrated
inflammation was observed. Our results suggest that oral administration of HAE of
Jalapa-do-Brasil presents low toxicity, it does not modify the reproductive capacity of
the rats of both sexes. It does not alter significantly the development and after birth
behavior of offsprings, as well as, the biochemical, hematological parameters and the

morphology of the tissues.



I. INTRODUCAO:
1.1. TOXICOLOGIA

Toda a substancia pode ser considerada como um agente toxico em
potencial, levando-se em consideracdo fatores de exposicdo como dose
administrada ou absorvida, o tempo e a freqiiéncia de exposicao (doses Uinicas ou
multiplas), via de administracao (oral, inalatéria, dérmica, parenteral). Em
contrapartida estas substancias podem ser usadas de forma segura mantendo-se
as condicoes de exposicao abaixo dos niveis de tolerancia (CASTRO, J.A.;1993).

A capacidade de uma substancia de causar dano grave ao organismo, ou,
até mesmo a morte, € considerada como sua toxidade. Isto ocorre apenas quando
ha uma interacao do agente quimico com o organismo implicando em efeitos ao
nivel tecidual e celular (DRAIZE, J.H., et al., 1994).

Segundo a Organizacao Mundial de Saude (OMS), muito dos efeitos
farmacologicos e toxicos de drogas observados em animais podem ter elevado
valor de aplicacao na espécie humana, sendo explicado o largo uso de testes tanto
no campo farmacolégico quanto no toxicologico com o proposito de se determinar
tanto a eficacia quanto seguranca do uso destas drogas (WHO., 1978).

Os testes toxicologicos permitem estabelecer possiveis efeitos das
substancias em humanos que possam ser expostos a elas. Estes testes sao feitos
utilizando-se animais de laboratorio em condicoes previamente estabelecidas

(DELLA - ROSA, H.V., et al., 1991).
1.2.1. TOXICIDADE AGUDA

Estudos de toxicidade aguda sao feitos em curto espaco de tempo,
permitindo caracterizar a relacao dose-resposta, que tem como objetivo estimar
um valor para um parametro conhecido como DLso. Este representa a
probabilidade estatistica de uma dose causar efeito letal em metade do numero da
populacado de animais em estudo, sendo util para caracterizar a toxidade relativa
de uma substancia (FOWLER, J.S.L.N. e RUTTY, D.A., 1983).

Estes estudos sao feitos administrado-se dose tinica ou doses multiplas

dentro de um periodo de 24 horas. A via oral € indicada, mas outras vias de



administracao podem ser escolhidas, levando-se em consideracdo o tipo de
exposicao humana a determinados agentes quimicos (FOWLER, J.S.L.N. e RUTTY,
D.A., 1983).

1.2.2. TOXICIDADE SUBCRONICA

Os principais objetivos dos testes de toxicidade subcronica sao o de
estabelecer os niveis nos quais nao mais se observam efeitos toxicos, identificar,
caracterizar os oOrgaos afetados e a severidade apoOs exposicoes repetidas.
Examina-se também, apos o tratamento, se encontrados efeitos téxicos, se foram
em consequéncia do acumulo ou nao de substancias no organismo (FAUSTMAN,
E.M., et al., 1994).

Para estes testes sao utilizados apenas animais saudaveis, onde a via de
administracao preferencial € a oral e o tempo de tratamento pode ser de 21 a 60
dias. Os parametros observados diariamente durante o tratamento sao
modificacoes no consumo da racao, no peso dos animais, na cor e textura dos
pélos, alteracdes respiratorias e circulatorias, anormalidades motoras e de
comportamento e aumentos macroscopicos de massas de tecidos (BARNES, D.G. e
DOURSON, M., 1998).

Os animais sao sacrificados ao término dos testes, onde 6rgaos e sangue
sao retirados para avaliacoes anatomo-patologica, bioquimica e hematologica.
Estes parametros servem nao apenas para caracterizar a relacdo dose-resposta,
mas também a escolha de doses nos estudos de exposicao cronica (BARNES, D.G.

e DOURSON, M., 1998).

1.3. REPRODUCAO E TERATOGENESE

Estudos de desenvolvimento — reproducao e teratogénese — relacionados
com o uso de drogas até 1962 nao recebiam a devida importancia pelos
farmacologistas e toxicologistas, e nao havia preocupacao com os possiveis efeitos
teratogénicos, mutagénicos ou carcinogénicos de drogas usadas na fase de
gestacao. Apos esta data, devido a tragédia, em decorréncia do uso da talidomida,
pesquisas tornaram-se rotina no estudo da seguranca dos medicamentos (CLARK,

D.O., 1993).



O estudo dos efeitos adversos no organismo em desenvolvimento,
ocorrendo a qualquer hora durante a vida do organismo, que € resultado da
exposicao a agentes quimicos ou fisicos antes da concepcao, durante o
desenvolvimento pré-natal ou pos-natal até a puberdade, é denominado como
toxicologia do desenvolvimento (SCHWERTZ, B.A., et al., 1991).

As drogas podem interferir nos diversos processos de reproducao, nao so6
causando malformacoes e matando o embrido, como também, bloqueando a
gametogénese e evitando a fertilizacao. Os estudos das acoes das drogas sobre as
diversas fases do processo reprodutor visam identificar os efeitos sobre a
fertilidade, o transporte e a implantacao do ovo no utero, a embriogénese e a
organogénese, o parto, o recém-nascido, a lactacao, o desmame e o cuidado da
mae com a prole, anormalidades poés-natais, comportamento sexual, os ciclos
estral e menstrual, ritmos de concepcao e funcoes placentaria e uterina
(SCHWERTZ, B.A., et al., 1991).

O periodo teratogénico maior situa-se na embriogénese, periodo este que,
em ratos, esta compreendido do 7° ao 15° dia de gestacdo. E neste periodo que se
observa diferenciacdo sexual e organogénese. E possivel também que o
desenvolvimento no periodo pos-natal possa ser alterado em termos estruturais e
metabodlicos por compostos administrados no periodo pré-natal. Malformacoes
podem ser causadas pela acao direta da droga sobre o feto, ou, secundariamente,
através da acao sobre o organismo (MENEGOLA, E., et al., 1998).

O periodo pré-natal caracteriza-se por intensa histogénese e
citodiferenciacdo dos orgaos ja formados sendo uma fase altamente vulneravel
para o desenvolvimento microestrutural do cérebro e do sistema imunologico.
Drogas administradas no periodo perinatal, no tratamento da gravidez de risco ou
de neonatos de risco podem levar a mudancas no processo de desenvolvimento e
iniciar desordens na rede neural e na comunicacao celular. Estas alteracoes
podem nao ser evidentes no nascimento, mas servem de base para varios defeitos
funcionais de competéncia neuro-psico-imunolégica as quais se tornariam
gradualmente evidentes durante o amadurecimento e na idade adulta

(BENESOVA, 0., 1995).



1.4. DROGAS NA GESTACAO

Na gravidez e lactacdo a seguranca quanto ao uso de drogas deve ser
levada ao extremo. A transferéncia de drogas, através da placenta e leite €
potencialmente deletéria para o embrido, feto ou lactente. Certas drogas, como os
folatos e primaquina, podem penetrar na circulacao fetal. A quinina em grandes
doses pode provocar aborto. A pirimetamina em pequenas doses parece ser segura
na gravidez, mas em doses elevadas tem risco potencial de lesao fetal teratogénica
(BEDRAN., J.N., 1988).

A resposta do agente teratogénico € amplamente dependente do genotipo
do embrido. A cortisona quando administrada em camundongos e ratos durante o
periodo de prenhez pode causar 100% de palatosquese (fissura no palato) na prole
de camundongos e nenhum defeito em ratos. A talidomida que induz
malformacoes tdo drasticas no homem, coelhos e macacos, nao apresenta os
mesmos efeitos quando administradas em camundongos e ratos. A resposta ao
agente teratogénico pode levar a respostas diferentes para o lado do concepto no
que diz respeito a freqiiéncia ou mesmo a anomalia produzida (GAYLOR, D.W. e
CHEN. J.J., 1993; OGA, S., 1996).

Em relacao a sensibilidade a agentes teratogénicos o periodo de gestacao
pode ser dividido em trés estagios. O primeiro estagio compreende o periodo que
vai desde a fecundacao até a implantacao do blastocisto, chama-se também de
periodo do “tudo ou nada”. Neste periodo que na espécie humana vai até o 17° dia
de gestacdo e no rato, coelho e camundongo até o 5° dia, aproximadamente,
encontra-se o embrido com células totipotentes, em divisdao, sem que haja
acréscimo citoplasmatico. E é nesse periodo que, dependendo do numero de
células atingidas pelo agente teratogeno, ocorre ou a reposicao de células
atingidas por normais e como produto final da exposicao em individuo normal ou
se atingindo em grande numero de células, a embrioletalidade (GAYLOR, D.W. e
CHEN. J.J., 1993; OGA, S., 1996).

Apoés implantacdo o embridao inicia uma fase delicada, com intensa
proliferacdo celular, movimento e deslocamento de massa celular e complicados
sistemas de interacao nucleo/citoplasma e intercelulares. Inicia-se entao o
chamado periodo organogénico, fase mais suscetivel a acao de agentes

teratogénicos e unico periodo teratogénico da gestacdo. A sensibilidade do



organismo varia dependendo da espécie e, dentro da mesma espécie, encontra-se
diferencas conforme o agente teratégeno. O tipo de malformacao depende ainda da
fase evolutiva do embrido e da afinidade do agente quimico pelo tecido
embrionario, sendo que para cada espécie existem periodos diferentes de
sensibilidade (GAYLOR, D.W. e CHEN. J.J., 1993; OGA, S., 1996).

Cessado o periodo embrionario tem-se inicio o periodo fetal,
caracterizado pela diferenciacao histologica e funcional dos diferentes o6rgaos e
aparelhos, além de um consideravel crescimento ponderal do concepto. Agentes
teratogenos, administrados a mae neste periodo de gestacdo nao leva ao
aparecimento de malformacoes, mas podem indubitavelmente interferir com
processos de proliferacao celular que resultam em alteracoes funcionais de
importantes sistemas, tais como: sistema nervoso central, imunologico ou
endocrino, além de causar retardo geral do desenvolvimento (GAYLOR, D.W. e

CHEN. J.J., 1993; OGA, S., 1996).

1.5. DROGA E O EMBRIAO

A droga apoés ser administrada é incorporada a circulacdo materna para
s6 depois se difundir na circulacdo do embrido. Fatores como, a natureza da
substancia, a dose usada, condicao de troca entre a mae e o concepto, sao de
grande relevancia. A placenta, que se encontra entre estes dois, atua
intermediando essas trocas, ativa ou passivamente, como um o6rgao regulador. As
substancias que passam ficam armazenadas no concepto (GANAPATHY, V., et al.,
1999).

A placenta atua como uma barreira que tem tanto a capacidade de
restringir como de facilitar a passagem de drogas para a circulacao fetal. As
drogas que tém a capacidade de atravessa-la tém as caracteristicas semelhantes
as que atravessam a barreira hematoencefalica, sdo substancias lipofilicas, nao
polares e tamanho inferior a 1000A (ADLER, T., 1994).

Na fase de ovulacdao o blastocisto tem de atravessar as trompas até
chegar ao utero, ambos preenchidos por suas respectivas secrecoes. Drogas como
o fenobarbital, o A9 tetrahidrocanabinol e a fenitoina, por exemplo, tém a
capacidade de alterar a composicao destas secrecoes dificultando o transcurso do

blastocisto (ADLER, T., 1994).



Apoés implantacdo do blastocisto no utero (nidacao) sua nutricdo passa a
ser chamada de histiotrofica, onde a participacdo da circulacao materna é
modesta, mas os efeitos de drogas ja difundidas nesta circulacdo sao mais
acentuados, pois, estas atingem diretamente os tecidos ovulares por meio de
mecanismos como pinocitose, difusdo facilitada, difusdo simples, transporte ativo
ou fissuras. Substancias conhecidas, como por exemplo, isoniazida, cafeina,
tiopental, DDT e nicotina, podem ser encontradas em concentracoes duas vezes
maiores no blastocisto do que na circulacao materna (ADLER, T., 1994).

A barreira placentaria tem também uma funcao metabdlica, comparada a
do figado, onde muitas drogas sao metabolizadas ao nivel do trofoblasto. Reacoes
de oxidacao aromatica sao realizadas na placenta (ADLER, T., 1994).

O estudo da transferéncia placentaria de substancias estranhas tem
como finalidade caracterizar os efeitos que estas possam exercer no feto. Por
exemplo, a teratogenicidade da talidomida da-se devido a metabodlitos de natureza
polar produzidos pela sua metabolizacao na placenta, estes que atravessam esta

barreira alcancando o feto (ADLER, T., 1994).

1.6. BOTANICA

A Operculina sp. € uma planta pertencente a familia Convolvulaceae, que
€ composta por 51 géneros e 1800 espécies com distribuicao principalmente em
regioes tropicais e subtropicais. Fazem parte desta familia as espécies do género
Ipomoea, que produzem a conhecida raiz tuberosa batata doce (JOLY., 1975).

A Jalapa € encontrada em regioes compreendida entre as Antilhas e o
Brasil, além de regides temperadas dos Andes Mexicanos entre 1500 e 2000
metros de altitude, em regides lamacentas e de solo profundo. O principal centro
de comércio deste vegetal era feito na cidade mexicana de Jalapa, de onde
originou sua sinonimia mais conhecida. Na Europa € encontrada em algumas
regioes, porém as condicoes climaticas sao desfavoraveis (PLANCHON., 1937).

No Brasil € encontrada em varios estados recebendo assim diversos
sinéonimos populares, dentre os mais citados na literatura estao: Jalapa-do-Brasil,
Batata-de-Purga (alusdao a uma de suas utilizacoes populares, como laxante), Ipu
(Minas Gerais), Purga de Amaro Leite (Goias), Brionia da América, Jalapa de Sao

Paulo, Escamonéia da América, Xalapa (PLANCHON., 1937).



A Operculina alata Urban € uma planta trepadeira de caule
quadrangular, avermelhado e glabro. Folhas longo pecioladas, inteiras, grandes,
glabras, de lobos agudos. Flores de corolas amarelas infundibulares, auxiliares,
solitarias. Capsula com sementes escuras e duras. Sao espécies silvestres, porém
podem ser facilmente cultivadas, plantando-se suas sementes ou o tubérculo
(BRAGA, R., 1976).

1.7 FITOQUIMICA

Este vegetal produz uma resina que atua como um mecanismo de defesa
contra insetos parasitas que devoram o amido dos seus tubérculos. Na
constituicdo quimica da resina extraida com alcool encontra-se constituintes
organicos e inorganicos, podendo-se dividida-la em duas fracoes principais, uma
soluvel em éter, chamada de jalapina, e outra nao soluvel, a convolvulina
(SHELLARD., 1958).

A raiz da Jalapa em rodelas, secas a sombra, a resina, a fécula, chamada
de goma de batata, ainda mais as sementes, torrefatas e em infusao, também sao
aplicadas na hidropsia, sifilis e como preventivo de todas as doencas do aparelho
digestivo. As maes sertanejas costumam dar diariamente as criancas uma pitada
de goma de batata no leite, na papa ou no cha, no periodo da denticao, para evitar
as diarréias e erupcao da pele. As raizes de batata de purga constituem o mais
poderoso catartico usado pela populacao rural (BRAGA, R., 1976).

Analises fitoquimicas descrevem a presenca de saponinas, amido,
sistosterina-glicosidio conhecida como ipuranol, fistosterina, mucilagem, manitol,
acido palmitico, malico e caféico, substancias oleosas, odorantes e resinosas
numa quantidade de 15 a 18%, esta composta por 80% de convolvulina e 20% de

jalapina. (TESKE, M. e TRENTTINI, A.M.M., 1997).

1.8. FARMACOLOGIA

A Jalapa-do-Brasil exerce sua acao purgativa no intestino delgado
aumentando o peristaltismo e facilitando a evacuacao, podendo ser classificada
como um laxante estimulante drastico. Esta acao é devido ao elevado teor de

resina presente no tubérculo. Esta resina tem na sua constituicao glicosidios, os



quais na presenca da bile hidrolisam-se em acucar e aglicona liberando o acido
graxo livre correspondente. Os acidos graxos livres irritam a mucosa intestinal,
aumentando o peristaltismo e facilitando a evacuacao (TESKE, M. e TRENTTINI,
A.M.M., 1997).

A eliminacdo acentuada de agua devido a irritacao intestinal pode levar a
desidratacdao rapidamente, podendo ser um efeito favoravel no caso de edemas
(COSTA., 2000).

Os laxativos estimulantes sao classificados em trés grupos: (1)
antraquinonicos, semelhantes aos da Sena (Cassia angustifolia), Aloe (Aloe Vera,
Aloe berbadensis, Aloe vulgaris, Aloe humilis) e dantron; (2) derivados polifenois,
semelhante ao da fenolftaleina, bisacol, picossulfato de sodio e (3) uma miscelanea
de componentes, como no 6leo de ricino, glicerol e docusato de sodio ou calcio
(BRIEJER, M.R., et al, 1999).

A Sena possui derivados do antraceno (ex: emodina) em combinacdo com
acucares formando glicosideos. A droga passa de modo inalterado para o coélon,
onde as bactérias hidrolisam a ligacdo glicosidica, liberando os derivados do
antraceno livre, que sao absorvidos e exercem efeitos estimulantes diretos sobre o
plexo mioentérico, resultando em atividade da musculatura lisa (defecacao)
(SPILLER, R., 1990).

Um dos acidos esterificados com glicerol presente no 6leo de ricino € o
acido ricinoléico, que € um analogo hidroxilado do acido oléico. O acido ricinoléico
age sobre a mucosa intestinal permitindo o movimento do intestino delgado em
direcao a luz intestinal (REYNOLDS, J. C., 1990).

Os laxantes antraquinonicos incluem os glicosideos de derivados de 1,8 -
diidroxiantraquinona (dantron) que além de ser encontrado na Sene e no Aloe,
também € encontrado na Cascara Sagrada (Rhamnus purshiana) (MORI., et al.,
1985).

As preparacoes que contém dantron foram retiradas do mercado por
causa da sua associacao com o surgimento de tumores hepaticos e intestinais em
animais experimentais (MORIL., et al., 1986).

Os glicosideos de origem natural embora possam diferir neste aspecto
seu uso cronico nao € recomendado (DUFOUR, P. e GENDRE, P., 1988).

Embora o mecanismo de acao farmacologico da resina da Jalapa-do-

Brasil esteja classificado como laxante irritante, até entdo nao ha estudos



conclusivos que classifiquem as substancias constituintes dos grupos quimicos
encontrados em algumas triagens fitoquimicas. Estudos posteriores de
identificacao destes componentes podem dar o suporte fitoquimico para a
farmacologia classificar, segundo BRIEJER, M.R., et al, 1999, em que grupo a
resina da Jalapa-do-Brasil pode se enquadrar.

Comercialmente, a Jalapa-do-Brasil (Aguardente alema®) € explorada na
forma de tintura por sua atividade laxante através do laboratorio SOBRAL-PI.
Como revelado na introducédo, existe uma profunda caréncia de estudos
farmacologicos e toxicologicos em relacao a Operculina alata, apesar da sua ampla
comercializacao como fitoterapico. Nesse sentido, pareceu-nos atraente avaliar
sua possivel atividade toxica, na forma de extrato hidroalcoodlico (EHA), seguindo
as diretrizes basicas das normas para estudo (Portarias 116/1996 e 17/2000) da
toxicidade e eficacia de produtos fitoterapicos da Agéncia Nacional de Vigilancia

Sanitaria (ANVISA).

II .OBJETIVO
2.1- Geral

Avaliar a toxicidade do extrato hidroalcodlico da Jalapa do Brasil

(Operculina alata).

2.2 - Especifico

Estimar o valor de DLsp em ratos por via oral, apds administracao do
extrato hidroalcoodlico da Jalapa do Brasil (EHAJB).

Investigar o efeito da administracao prolongada do EHAJB durante o
periodo da gestacao em ratas e desenvolvimento da prole.

Estudar o efeito da administracao sub-cronica do EHAJB sobre a
performance reprodutiva de ratos e desenvolvimento da prole.

Avaliar o efeito da administracao cronica do EHAJB sobre os parametros
bioquimicos e hematologicos em ratos.

Avaliar o efeito da administracao prolongada do EHAJB sobre a

morfologia dos tecidos.



III - MATERIAL E METODOS

3.1 - MATERIAL BOTANICO

O material utilizado foi fornecido pelo Laboratério SOBRAL ao
Laboratorio de Tecnologia dos Medicamentos do Depto. de Ciéncias
Farmacéuticas da UFPE. Esse foi classificado e identificado pelo Herbario
Dardano de Andrade Lima, da Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecuaria
(IPA), sob o numero 58836. Os fragmentos do tubérculo da Jalapa foram
selecionados, limpos e macerados a 10% com solucao extratora hidroalcoodlica a
40% por sete dias. Ao final desse periodo o extrato fluido foi filtrado, concentrado
em rota-evaporador e determinado o teor de resina. Nos experimentos descritos a
seguir os teores de resina dosados variaram entre 11,5 a 21,9%.

O extrato foi armazenado em geladeira (-4°C) e dividido em pequenas
aliquotas para uso nos procedimentos experimentais. Quando necessario o

material foi diluido em agua destilada.
3.2 - ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar, Rattus norvegicus var. albinus entre 3-5 e
2-4 meses de idade respectivamente para machos e fémeas e camundongos (Mus
musculus) adultos de ambos os sexos, criados no Biotério do Departamento de
Fisiologia e Farmacologia da UFPE. Os animais receberam agua e dieta (Labina®)
ad libitum e foram mantidos em condicdes controle de iluminacao (ciclo 12h

claro/escuro) e temperatura (22-25°C).

3.3- PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS
3.3.1- OBSERVACOES GERAIS

Os efeitos gerais do EHAJB nas doses de 0,1 a 2,0g/kg por v.o. foram
observados em ratos e camundongos de ambos os sexos. Os animais foram

distribuidos em grupos de 6-8 animais privados de racao por 12 horas, na qual,



os grupos controles receberam agua destilada no maior volume. Apds a
administracdo, os animais foram observados atenciosamente por 3h, numa
superficie plana e cercada e em seguida foram transferidos para suas respectivas
gaiolas e observados a intervalos regulares por 96 horas. Efeitos tais como:
movimentos estereotipados, deambulacdo, depressdo, diarréia, freqiéncia
respiratoria, entre outros, foram observados e anotados segundo a tabela de

MALONE (1977), vide anexo.
3.3.2 - TOXICIDADE AGUDA.

O EHAJB foi administrado em doses crescentes (0,625; 1,25; 2,5 e
5,0g/kg) por v.o. em ratos de ambos os sexos (n=10/grupo) privados de racao por
12 horas. A mortalidade em cada grupo foi observada por até 14 dias e o valor da

DLso foi estimado segundo o método de MLLER, L.C., e TAINTER, M.L. (1944).

3.3.3 - TRANSITO INTESTINAL

Seis grupos de camundongos (n= 7-10 por grupo), mantidos em jejum
por 12 horas antes da administracdo foram tratados por via oral com EHAJB
(62,5; 125, 250 e 500mg/Kg) e salina 0,9% (controle) e por via subcutanea com
fisostigmina (1ug/kg). Apés 60 minutos do tratamento, foi administrado por via
oral a todos os animais uma suspensao de carvao ativado (10%, 0,1mL/10g) e 30
minutos depois, os animais foram sacrificados por anestesia etérea profunda. Em
seguida, o estomago e o intestino delgado foram removidos e determinados o
comprimento total do intestino (da regiao gastropilorica até a juncao ileocecal) e a
distancia percorrida pelo carvao do piloro a ultima porcao do intestino que
continha pelo menos de lcm continuo de carvao (STICKNEY, J.C. e NORTHUP,
D.W. 1939). Os resultados foram expressos em percentagem do percurso do

marcador em funcao do comprimento total do intestino (100%).

3.3.4 - TRATAMENTO COM EHAJB DURANTE O PERIODO
DA GESTACAO E DESENVOLVIMENTO DA PROLE.



Quatro grupos de ratas (adultas e virgens), foram submetidos ao
acasalamento na proporcao 1:2 ou 1:3 macho/fémea e em seguida tratadas por
via oral com agua destilada (controle, n=16) e EHAJB 25, 125 e 625mg/kg (n=13)
a partir da confirmacao da presenca de espermatozoéide no esfregaco vaginal, por
microscopia optica (1° dia de gestacao) até a gestacao a termo (PAUMGARTTEN,
F.J. et al.,, 1998). Durante o tratamento diario foram observados a atividade geral
dos animais e determinados o consumo de racdo, agua e peso dos animais no
inicio e ao final da gestacdo. Apds o nascimento da prole foram determinadas as
variaveis reprodutivas: numero de prole/mae, indice de fertilidade (n° de ratas
prenhas/n° de ratas acasaladas), indice de gestacao (% de fémeas prenhas com
fetos vivos), indice de viabilidade (% de sobrevida apos 4 dias), indice de lactacao
(% de sobrevida apos o 21° dia de nascimento/n° de nascimentos), peso corporal
no 1° e 30° dia, atividade geral da prole e observados aspectos macroscopicos
externos, (ELBETIEHA, A. et al., 1998), os quais, foram comparados com o grupo

controle.

3.3.5 - VARIAVEIS COMPORTAMENTAIS DA PROLE

Apobs o nascimento, um terco da prole foi avaliada nos grupos controle e

tratado nas variaveis: reflexo postural, obtidos no 1° e 7° dia de vida da prole, o

filhote foi colocado sobre uma superficie plana em decubito dorsal e medido em

segundos o reflexo de endireitamento, dia de abertura dos olhos, a partir do 7°

dia do nascimento, os olhos dos filhotes foram observados diariamente, sendo a
abertura determinada pelo deslocamento parcial da fissura palpebral em pelo

menos um olho, dia de andar adulto, foi considerado andar adulto quando o

filhote ambulava sem arrastar as patas traseiras e sem encostar o ventre no chao
e finalmente ambulacao, realizada no 20° dia, utilizando-se de um quadrado
delimitado medindo 30 x 30cm dividido em nove espacos iguais, o filhote foi
colocado na divisdo central e por dois minutos, contava-se o numero de
quadrados invadidos (CARLINI, E.A. et al., 1988). Foi considerada invasao do
quadrado, a colocacao de, pelo menos, trés patas sobre a area do quadrado. As
variaveis determinadas foram utilizadas para verificar possiveis acoes deletérias

sobre o desenvolvimento comportamental e/ou neurologico da prole.



3.3.6 - TRATAMENTO COM EHAJB DURANTE A FASE
EMBRIONARIA DA GESTACAO

Apdos a confirmacao da presenca de espermatozoides no esfregaco
vaginal por microscopia otica, quatro grupos de ratas (n=7-10/grupo) foram
tratados por via oral respectivamente com EHAJB (25, 125 e 625mg/kg) e agua
(controle) durante a fase II ou embrionaria correspondendo do 7° ao 14° dia de
gestacao (ALMEIDA, E.R. et al., 2000). No 19° dia de prenhez, as ratas foram
sacrificadas por inalacao excessiva de éter e apds laparotomia, determinado os
numeros de implante e reabsorcao e observado a presenca ou nao de

malformacao fetal.

3.3.7 - INFLUENCIA DO TRATAMENTO COM EHAJB
SOBRE A PERFORMANCE REPRODUTIVA DE RATOS

Quatro grupos (n=6/grupo) de ratos foram tratados respectivamente
com EHAJB 25, 125 e 625mg/kg e agua destilada (controle) durante 30 dias
consecutivos. Em seguida, acasalados com fémeas (n=15/grupo) virgens, na
proporcao 1:2 ou 1:3 até o sucesso da copula (presenca de espermatozoides no
esfregaco vaginal). No periodo, a massa corporal foi registrada a cada semana,
assim como, a atividade geral dos animais. Apos o nascimento da prole, foram

determinadas as mesmas variaveis reprodutivas descritas no item 3.3.4.

3.3.8 - INFLUENCIA DO TRATAMENTO COM EHAJB
SOBRE oS PARAMETROS BIOQUIMICO E
HEMATOLOGICO EM RATOS DE AMBOS OS SEXOS

Oitenta animais correspondendo a quatro grupos de ambos os sexos
(n=10/grupo) foram tratados durante 90 dias consecutivos pela v.o. com EHAJB
25, 125 e 625mg/kg ou agua destilada (controle). A cada 30 dias procedeu-se a
coleta de sangue (cerca de 2,5mlL) por rompimento do plexo retro-orbital com
auxilio de capilar de vidro, nos animais anestesiados com éter. A coleta foi obtida

com os animais privados de racao por 12h. Em seguida, o sangue foi processado



para determinacao do hemograma (analisador de células hematologicas Coulter
STKS) e os parametros bioquimicos: glicose (plasma): enzimatico colorimétrico;
creatinina (soro): cinética enzimatica; transaminases (soro): cinética enzimatica;
colesterol total (soro): enz. colest. oxidade/peroxidase; triglicerideos (soro): GPO-
PAP - enzimatico colorimétrico; fosfatase alcalina (soro): cinético enzimatico;
bilirrubinas (soro): Mallou-Evelyn e proteinas totais e fracoes (soro): biureto/VBC,

através do aparelho Dimension (Date Behring) (COELHO, M.G.P., et al., 2001).

3.3.9- INFLUENCIA DO TRATAMENTO COM EHAJB SOBRE
A MASSA CORPORAL DOS RATOS ADULTOS E DOS
PRINCIPAIS ORGAOS

A partir do experimento anterior, no final dos 90 dias de tratamento,
quatro grupos (n=9/grupo) de ratos de ambos os sexos foram sacrificados por
anestesia com éter e os orgaos: coracao, figado, baco, rim, pulmao, glandula
adrenal, ducto deferente e testiculo foram identificados, removidos e determinado

sua massa Umida em balanca analitica (VIJAYALAKSHMI, T., et al., 2000).

3.3.10 - INFLUENCIA DO TRATAMENTO COM EHAJB
SOBRE A MORFOLOGIA DOS ORGAOS.

Foram utilizados 48 ratos, subdivididos nos grupos: controle macho
(n=6) e fémea (n=6) e tratado por via oral com EHAJB (25, 125 e 625mg/kg)
macho (n=6) e fémea (n=6) durante 30 dias consecutivos. Ao final desse periodo,
os animais foram anestesiados com éter e perfundidos (inicialmente, com solucao
de NaCl em tampao fosfato de sodio a 0,05M e, em seguida, com solucao fixadora
de formaldeido a 10%, em tampao fosfato de sodio a 0,1M, pH 7,4) através de
catéter inserido no ventriculo esquerdo. Apos a perfusao, os tecidos foram
cuidadosamente retirados e imersos em liquidos de Bouin (obtido a partir do
acido picrico saturado, formol puro e acido acético glacial) utilizando-se 10x o
volume e fixados “in totum” durante 48 horas, a temperatura ambiente. Apos a
fixacao, as pecas foram desidratadas, diafanizadas e incluidas em parafina

(LISON, L., 1960; MICHALANY, J., 1980) conforme o que segue descrito abaixo:



DESIDRATACAO: alcool etilico em ordem crescente

alcool a 70% - de um dia para o outro (até 24h) — renovado 3 vezes
alcool absoluto (100%) I — 1 hora e 30 minutos

alcool absoluto (100%) II — 1 hora e 30 minutos

DIAFANIZACAQ: Dois banhos de xilol de 1 hora cada
xilolI - 1h e xilol Il — 1h

IMPREGNACAOQ: Parafina liquida — estufa a 57- 60° C — dois banhos de 1

hora cada. Parafinal - 1h e Parafina II — 1h.

INCLUSAOQ: Foi realizada inclusdo em parafina a temperatura ambiente
de um dia para outro.

Com o material incluso em parafina, foram obtidos cortes com espessura
de aproximadamente 7um, em um micrétomo Leica RM 2025, utilizando-se
navalhas descartaveis da marca Jung. Apoés a microtomia, as preparacoes foram
colocadas rapidamente em banho-maria para estiramento dos cortes, e foi obtida
a pescagem com uma lamina de vidro, limpa e besuntada com albumina. Logo
apos a pescagem, procedeu-se a secagem do material em estufa com temperatura
em torno de 37°C, durante 24 horas. A seguir, as preparacoes foram
desparafinadas e hidratadas para serem submetidas a coloracao pelo método
H.E. (LISON, L., 1960).

DESPARAFINAR: Dois banhos de xilol

xilol I - 5 min e xilol II - 5 min

HIDRATACAO: Alcool etilico em ordem crescente, até chegar na agua
alcool absoluto (100%) - 3 min

alcool a 90% - 3 min, alcool a 70% - 2 min e agua corrente — 10 min

COLORACAO:

hematoxilina - 1 min, agua corrente - 10 min e eosina - 3 min

A seguir as preparacgoes sofreram nova desidratacao e
diafanizacao para montagem em Balsamo do Canada.



DESIDRATACAO:

alcool a 70% - 2 min, alcool a 90% - 2 min, alcool absoluto (100%) - 2

min e alcool absoluto (100%) - 2 min

DIAFANIZACAQ: Dois banhos de xilol

xilol I - 2 min e xilol II - 2 min

MONTAGEM DA LAMINA:

Meio de montagem: Balsamo do Canada
Secagem da lamina: Estufa a 60°C durante 24 horas
Nas laminas coradas e montadas foram observados e fotografados varios

campos em microscopio Zeiss, com objetivas de 5x, 10x, 20x, e 40x.
3.3.11 - ANALISE ESTATISTICA

Os valores foram expressos como meédias + erro padrao das meédias,
exceto para a DLso. As diferencas entre os grupos foram analisadas, através do
programa Primer versdao 1.0 da McGraw-Hill (1998). Foram usados os testes de
comparacao de proporcoes (indices de fertilidade, gestacao, viabilidade e
lactacao), Qui-quadrado (indice de reabsorcao) e Analise de Variancia, seguido
por Newman-Keuls (relacao prole/mae, massa, valores de bioquimica,
hematologia). O nivel de significancia para rejeicao da hipotese de nulidade foi
sempre > a 5%.

3.3.12 - REAGENTES

Alcool etilico, P.A., acido picrico, xilol - Merck, acético glacial P.A. - Vetec,
coulter clenz, isoton, scater pak — Coulter, eosina, hematoxilina — Sigma, éter
etilico, formaldeido puro, cloreto de s6dio, fosfato diacido de so6dio — Reagen e Kits

bioquimica — Dade Behring.

IV RESULTADOS

4.1 - PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS
4.1.1 - OBSERVACOES GERAIS



A administracao do EHAJB (0,1 a 2,0g/kg) por via oral em ratos nao
promoveu nenhuma alteracao na atividade geral dos animais em relacao ao grupo

controle que recebeu agua. Nao houve registro de nenhuma morte.

4.1.2 - TOXICIDADE AGUDA

Via Oral: O EHAJB nas doses de 0,625 a 5,0g/kg nao produziu morte
em ratos de ambos os sexos por um periodo de até 14 dias de observacao, dessa
forma nao foi possivel estimar o valor de DLso.

Os resultados obtidos a partir de observacoes gerais e toxicidade aguda

apontam inicialmente que o EHAJB possui baixa toxicidade por via oral.

4.1.3. - TRANSITO INTESTINAL

Na figura 1, como pode ser visto, excetuando-se o grupo que recebeu
menor dose do extrato, todos os demais produziram aumento significativo, na
velocidade do transito intestinal em relacao ao grupo controle.

No grupo controle (salina 0,9%) o deslocamento da suspensao de carvao
foi de 74,1 + 2,2% (n=10), nos grupos tratados com EHAJB (62,5; 125, 250 e
500mg/kg) as distancias percorridas foram respectivamente de 74,1 + 3,4% (n=7);
89,5 £ 1,4% (n=7); 88,6 £ 4,2 (n=7) e 89,1 £ 3,3% (n=7) e no grupo fisostigmina
(Ing/kg) 91,2 £ 2,1 (n=10).



Transito intestinal || controle

100 . % %%

i - T T T | EHAJB
62,5mgl/kg
EHAJB
125mg/kg

.| EnAJB
250mgl/kg

| EHAJB
500mg/kg

Percurso (%)
2]
o

25

0 Fisost
1ug/kg

FIGURA 1: Efeito do EHAJB (62,5; 125, 250 e 500mg/kg) no transito
intestinal de camundongos.

As linhas verticais representam um e.p.m. para 7-10 animais.

* indica estatisticamente significativo em relacao ao grupo controle
(p<0,05, ANOVA seguido de Newman-Keuls).

4.1.4. EFEITO DA ADMINISTRACAO ORAL DO EHAJB NO
PERIiODO DA GESTACAO

Na tabela I estdo expressos as massas no inicio e ao final do periodo de
gestacao.

Nos grupos que receberam EHAJB (25, 125 e 625mg/kg), o aumento de
massa corporal ao final do periodo de gestacao foi respectivamente de 22,6; 24,4 e

26,3%, o qual, nao foi significativamente diferente do grupo controle 28,4%.



TABELA I: Valores das massas corporais no inicio e ao final do periodo
de prenhez de ratas, apds tratamento por via oral com EHAJB (25, 125 e

625mg/kg) e agua (grupo controle) durante 22 dias consecutivos.

Gestacao Inicio Final A final - inicial
Controle 208,3 + 5,4g 267,4 +7,4¢g 59,1g
EHAJB 213,4+4,9¢ 261,6 +9,1g 48,2g
(25mg/kg)

EHAJB 218,2 + 6,0g 271,4 +7,8g 53,2g
(125mg/kg)
EHAJB 203,7 + 6,5g 257,3 + 8,4¢g 53,6g
(625mg/kg)

Os valores representam as médias * erro padrao das médias de
respectivamente 16, 11, 11 e 13 animais.

Na tabela II vé-se que os parametros de reproducdo nao diferiram
estatisticamente do grupo controle.

A atividade geral dos grupos durante o periodo de gestacdao nao foi
modificada. No grupo controle, decorrido o periodo de gestacdao as 16 ratas
fecundaram 138 filhotes ou cerca de 8,6 filhotes por rata. Ao final do quarto dia
de vida registramos 9 mortes.

No grupo tratado com EHAJB 25mg/kg, a duracao da gestacao, foi
similar a observada com o grupo controle. As 11 ratas geraram 89 filhotes ou
cerca de 8,1 filhotes por rata. Ao final do quarto dia de vida registramos 11
mortes.

No grupo tratado com EHAJB 125mg/kg, a duracao da gestacao, nao foi
estatisticamente diferente do que a observada com o grupo controle. As 11 ratas
procriaram 88 filhotes ou cerca de 8,0 filhotes por rata. Ao final do quarto dia de
vida registramos 10 mortes.

No grupo tratado com EHAJB 625mg/kg, a duracao da gestacao, foi
semelhante a observada com o grupo controle. As 13 ratas fecundaram 111
filhotes ou cerca de 8,5 filhotes por rata. Ao final do quarto dia de vida
registramos 13 mortes.

A analise da prole dos grupos controle e tratado ndo mostraram a

presenca de natimorto e malformacao ou alteracao macroscoépica externa.



TABELA II: Variaveis reprodutivas de ratas apos tratamento por via oral com EHAJB (25, 125 e 625mg/kg) ou

agua (controle) durante 21-22 dias consecutivos.

VARIAVEIS REPRODUTIVAS CONTROL EHAJB EHAJB EHAJB
E 25mg/kg 125mg/kg 625mg/kg

Duracao da gestacao (dias) 22,4+0,2 21,1+0,9 22,7+0,8 21,2+0,6
Prole/Mae 8,6+ 0,6 8,1+1,1 8,0+1,0 8,5+0,9
Indice de Fertilidade 100% 84,6% 84,6% 100%
(ratas prenhas/ratas acasaladas)
indice de Gestacio 100% 100% 100% 100%
(% de fémeas prenhas com todos os fetos vivos)
Indice de Viabilidade 93,5% 87,7% 88,6% 88,3%
(% de sobrevida apos 4 dias)
Indice de Lactacao 93,5% 87,7% 88,6% 88,3%
(% sobrevida no 21°d/n° de nascimento)
Peso corporal 1° dia 6,4+0,1 6,5+0,3 6,4 +0,3 6,45+ 0,3
Peso corporal 30° dia 91,2+ 7,0 98,1 £ 3,1 98,8+ 4,0 103,1 £+ 9,2

Os valores representam as médias * erro padrao das médias de respectivamente 16, 11, 11 e 13 animais.



4.1.5. EFEITO DA ADMINISTRACAO ORAL DO EHAJB NO
PERIODO DA GESTACAO SOBRE VARIAVEIS
COMPORTAMENTAIS NA PROLE

Nas tabelas abaixo, pode-se verificar que nao houve diferencas estatisticas na
recuperacao do reflexo postural, dia de abertura dos olhos e dia de andar adulto,

assim como, na ambulacdo da prole entre os grupos controle e tratado.

TABELA III: Efeito da administracao oral do EHAJB (25, 125 e 625mg/kg) sobre o

reflexo postural da prole de ratas tratadas durante o periodo da prenhez.

1° dia 7° dia

Controle 13,7 + 3,2 seg 2,2 +0,5 seg

EHAJB 14,5 £ 2,9 seg 2,6 + 0,3 seg
(25mg/kg)

EHAJB 15,4 £ 2,7 seg 1,7 £ 0,4 seg
(125mg/kg)

EHAJB 12,8 + 3,0 seg 2,1£0,3 seg
(625mg/kg)

Os valores mostram as médias + e.p.m. de respectivamente 46, 30, 30 e 37 filhotes.

TABELA IV: Efeito da administracao oral do EHAJB (25, 125 e 625mg/kg) sobre o
dia de abertura dos olhos, dia de andar adulto e ambulacdo da prole de ratas

tratadas durante o periodo da prenhez.

Dia de abertura Dia de andar Ambulacao
dos olhos adulto

Controle 14,7 £ 0,4 dia 14,3 £ 0,2 dia 23,0 £ 4,5

EHAJB 15,3 £ 0,3 dia 14,7 £ 0,3 dia 19,8 £ 3,2
(25mg/kg)

EHAJB 15,7 £ 0,4 dia 14,0 £ 0,2 dia 22,5+2,8
(125mg/kg)

EHAJB 14,9 £ 0,2 dia 15,3 £ 0,4 dia 21,5+ 3,6
(625mg/kg)

Os valores mostram as médias + e.p.m. de respectivamente 46, 30, 30 e 37 filhotes.



4.1.6 - EFEITO DA ADMINISTRACAO ORAL DO EHAJB NA
FASE EMBRIONARIA DA GESTACAO.

Como pode ser observado na tabela V, o tratamento com EHAJB nao alterou
de forma estatisticamente significativa as variaveis reprodutivas analisadas em
relacao ao grupo controle.

Nossos dados mostram que nos grupos tratados com EHAJB (25; 125 e
625mg/kg) o ganho de massa corporal até o 20° dia de prenhez foram
respectivamente de 46,20; 43,41 e 51,33% os quais, nao foram significativamente
diferentes em relacao ao grupo controle 40,96%.

A atividade geral, assim como, o consumo de agua e alimento das fémeas nao
foi modificado pelo tratamento.

Apos laparotomia realizada antes da gestacao a termo, nao observamos entre
os grupos a presenca de natimortos, assim como, ao exame macroscopico externo
nenhuma malformacao foi detectada.

Nao houve diferenca estatistica (qui-quadrado) no indice de reabsorcao entre

os grupos controle e tratado.



TABELA V: Efeito da administracao oral do EHAJB (25, 125 e 625mg/kg) sobre variaveis reprodutivas,

obtidas apos o tratamento na fase embriogénica (7° ao 14° dia) da prenhez.

VARIAVEIS REPRODUTIVAS CONTROLE EHAJB EHAJB EHAJB
(25mg/kg)  (125mg/kg)  (625mg/kg)

Massa das maes (A final — inicial, g) 79,9 £ 6,7 92,0+£9,9 81,0+ 12,1 101,7 £ 9,6
Nuamero de fetos vivos 154 101 83 103
Namero de fetos mortos 0 0 0 0
Relacao feto/mae 9,6 +0,7 11,2 +0,6 11,9+£0,8 10,3 £ 0,4
Massa dos fetos (g) 3,5+0,3 3,0+£0,3 3,2+0,3 3,6 +0,3
Massa das placentas (g) 0,54 + 0,04 0,46 £ 0,01 0,47 £ 0,01 0,51 £ 0,03
Numero de implantacao 154 101 83 103
Namero de reabsorcao 11 3 4 3
Indice de reabsorcao (%) 7,1 3,0 4,8 2,9

O numero de ratas usadas foram respectivamente 16, 9, 7 e 10 ratas.
Massa das maes: diferenca de massa corporal no inicio e ao final do periodo de prenhez.

Indice de reabsorcao = ntimero de reabsorcées x 100/ntimero de implantes



4.1.7. - EFEITO DA ADMINISTRACAO ORAL DO EHAJB SOBRE
A PERFORMANCE REPRODUTIVA DE RATOS

A tabela VI mostra que as variaveis reprodutivas nao foram
significativamente diferente do grupo controle.

O tratamento dos ratos com EHAJB 25; 125 e 625mg/kg durante 30 dias
consecutivos nao modificaram sua atividade geral, consumo de agua, alimento e
temperatura corporal em relacao ao grupo controle. O ganho de massa corporal
ao final do tratamento, respectivamente 21,2; 19,2 e 18,7% nao foram
estatisticamente diferente do obtido com o grupo controle 20,3%.

Nas fémeas acasaladas nao observamos alteracdo na atividade
comportamental, consumo de alimento, agua e temperatura corporal. A diferenca
de massa corporal (final — inicio) na prenhez, para o EHAJB 25, 125 e 625mg/kg
foram respectivamente 61,4 £ 5,8g; 56,2 + 6,0g; 52,9 + 7,7g, as quais, nao foi
estatisticamente diferente do controle 55,2 + 9,3g. De forma similar, nao
observamos diferenca estatistica na duracao da gestacao para o EHAJB 21,9 £ 0,7

dia; 22,3 £ 0,4 dia; 22,5 + 0,6 dia em relacdo ao grupo controle 21,1 + 0,5 dia.

No grupo controle, 15 ratas geraram um total de 151 filhotes vivos ou cerca
de 10 filhotes por rata. Nao observamos nascimento de nenhum natimorto na
prole. A analise macroscopica externa da prole nao mostrou nenhuma

malformacao.

Nos grupos tratados com EHAJB 25, 125 e 625mg/kg, as ratas procriaram
respectivamente 106, 136 e 123 filhotes vivos ou cerca de 8,8, 12,4 e 9,5 filhote
por rata. Nao registramos a presenca de nenhum natimorto na prole A analise
macroscopica externa dos filhotes também nao revelou nenhuma malformacao.
Durante o periodo de desenvolvimento (1° ao 21°dia) também nao detectamos
nenhuma morte na prole. A massa corporal determinada no periodo, nao foi

estatisticamente diferente da observada com o grupo controle.



TABELA VI: Efeito do tratamento por via oral com EHAJB (25 a 625mg/kg) por 30 dias consecutivos sobre as

variaveis de reproducao obtidas através do acasalamento entre ratos do grupo tratado (macho tratado x fémea

nao tratada) e grupo controle (macho e fémea nao tratados).

VARIAVEIS REPRODUTIVAS CONTROL EHAJB EHAJB EHAJB
25mg/kg 125mg/kg 625mg/kg
E

Prole/Mae 10,1 £0,8 8,8+0,8 12,4+ 1,0 9,5+0,9

Indice de Fertilidade 15/15 (100%) 12/15 (80%) 11/15(73,3%) 13/15 (86%)

(ratas prenhas/ratas acasaladas)

indice de Gestacio 100% 100% 100% 100%

(% de fémeas prenhas com todos os fetos vivos)

Indice de Viabilidade 100% 100% 100% 100%

(% de sobrevida apos 4 dias)

indice de Lactacio 100% 100% 100% 100%

(% sobrevida no 21°d/n° de nascimento)

Peso corporal 1° dia 6,1 +£0,2 6,4 +0,2 6,2 +0,1 6,5+0,1

Peso corporal 4° dia 9,0£0,2 9,2+0,5 8,9+0,2 9,2+0,3

Peso corporal 7° dia 13,9 +£0,6 14,8 £ 1,2 12,8 £ 0,5 14,4 £ 0,6

Peso corporal 14° dia 25,6 £ 0,9 26,6 £+ 1,3 25,8+ 1,0 29,1 +£0,5
47,5+ 1,7 43,3 £ 2, 45,0+ 1,3 46,3+ 1,6

Peso corporal 21°dia




Os valores representam as meédias * erro padrao das médias de respectivamente 15, 12, 11 e 13 animais.



4.1.8.- EFEITO DA ADMINISTRACAO ORAL DO EHAJB SOBRE OS
PARAMETROS BIOQUIMICOS EM RATOS DE AMBOS OS SEXOS.

As tabelas VII, VIII e IX mostram que o tratamento prolongado com EHAJB nos
ratos machos nao modificou o perfil bioquimico, todos os parametros mantiveram-se
dentro da faixa de referéncia, exceto, no tratamento por 60 dias na dose 625mg/kg,
onde os valores de triglicerideos e proteinas totais, respectivamente aumentaram de
forma significativa cerca de 26,3 e 9,9% em relacao ao grupo controle. Também
durante o tratamento por 60 dias, nas trés doses wusadas a relacao
albumina/globulina reduziu de forma significativa em torno de 67% em relacao ao
controle.

A tabela X mostra que as fémeas que receberam EHAJB também se mantiveram
dentro da faixa de referéncia, contudo, no tratamento por 30 dias observamos
aumento significativo nos valores de ALT e fosfatase alcalina para a menor dose em
respectivamente 41 e 42% e glicose para as doses 125 e 625mg/kg respectivamente
31 e 27% do valor controle.

Nas tabelas XI e XII mostram que o tratamento por 60 dias a glicose aumentou
de forma significativa em todas as doses em respectivamente 24, 42 e 35% e

fosfatase alcalina em 34% e por 90 dias em 30% do valor controle.



TABELA VII: Efeito do tratamento por 30 dias consecutivos com EHAJB (25, 125 e 625mg/kg, v.o.) de Jalapa do Brasil

sobre os parametros bioquimicos em ratos Wistar adultos.

PARAMETROS CONTROLE EHAJB 25mg/kg EHAJB 125mg/kg EHAJB 625mg/kg
Glicoses (mg/dL) 62,4 £ 3,7 72,0+ 4,3 67,3+2,9 77,4 £4,7
Uréias (mg/dL) 38,7+ 1,7 40,2 £ 2,6 37,4 £ 3,7 44,5+ 2,5
Creatininas (mg/dL) 0,40 = 0,02 0,30 = 0,02 0,40 + 0,03 0,40 = 0,02
Aspartato-aminotransferases (U/L) 150,7 £ 11,2 135,77+ 7,6 141,9+ 5,8 120,3 £ 5,4
Alanina-aminotransferases (U/L) 66,0 £ 3,3 60,7 £ 5,0 64,3 £ 4,8 62,3 £ 4,5
Colesterol totals (mg/Dl) 62,4 £2,3 68,3 7,9 61,8 £6,7 59,3+11,1
Triglicerideoss (mg/dL) 91,8+7,4 64,7 £ 2,8 75,6 £ 4,6 70,5+ 13,8
Fosfatase alcalinas (U/L) 135,7 £ 10,7 94,5 £ 8,1 112,9 £ 9,6 114,0 £ 12,7
Bilirrubina totals (mg/dL) 0,40 = 0,02 0,40 £ 0,01 0,40 £ 0,06 0,40 = 0,02
Bilirrubina diretas (mg/dL) 0,20 = 0,02 0,30 £ 0,03 0,20 £ 0,02 0,20 £ 0,03
Bilirrubina indiretas (mg/dL) 0,20 £ 0,01 0,10 £ 0,02 0,20 £ 0,03 0,20 £ 0,03
Proteinas totaiss (g/dL) 7,0+ 0,1 7,1 0,1 7,0£0,1 7,0£0,2
Albuminas (g/dL) 1,5+0,1 1,6 £0,1 1,4+0,1 1,2+0,1
Globulinas (g/dL) 56%0,1 55+0,1 55+0,1 56%0,1
Relacao Albumina/Globulina 0,30 £ 0,01 0,30 = 0,02 0,30 £ 0,03 0,20 = 0,02

Os valores representam as médias + e.p.m. de 10 animais.

(s) indica soro.

Aspartato-aminotransferase = transaminase glutamico-oxalacética (TGO).
* Indica estatisticamente diferente do grupo controle (ANOVA seguido de Newman-Keuls, p < 0,05).



TABELA VIII: Efeito do tratamento por 60 dias consecutivos com EHAJB (25, 125 e 625mg/kg, v.o0.) de Jalapa do Brasil

sobre os parametros bioquimicos em ratos Wistar adultos.

PARAMETROS CONTROLE EHAJB 25mg/kg EHAJB 125mg/kg EHAJB 625mg/kg
Glicose (mg/dL) 65,1 £4,0 57,1 £ 14,2 68,5+9,7 82,0 £ 3,0
Uréia (mg/dL) 41,2 £ 3,2 43,9 £ 6,0 34,9+4.,8 34,9+0,9
Creatinina (mg/D]I) 0,40 = 0,03 0,40 £ 0,06 0,30 £ 0,04 0,40 £ 0,05
Aspartato-aminotransferase (U/L) 165,4 £ 9,0 126,6 £ 11,6 152,6 £ 8,7 124,12 £ 16,2
Alanina-aminotransferase (U/L) 58,7 £ 4,2 54,3 £ 4,2 54,1 £ 6,4 52,75 + 6,64
Colesterol total (mg/dL) 58,5 £ 3,7 61,119 60,3 £ 4,3 70,52 + 3,13
Triglicerideos (mg/dL) 946x7,9 76,3 7,1 86,1 £ 6,4 119,5 £ 8,2*
Fosfatase alcalina (U/L) 118,3 £ 5,0 107,3£5,4 116,0 £ 6,5 110,0 £ 5,7
Bilirrubina total (mg/dL) 0,30 £ 0,03 0,40 £ 0,03 0,40 = 0,02 0,40 = 0,02
Bilirrubina direta (mg/dL) 0,20 £ 0,02 0,20 £ 0,04 0,20 £ 0,02 0,20 = 0,02
Bilirrubina indireta (mg/dL) 0,10 £ 0,02 0,20 £ 0,02 0,20 = 0,02 0,10 £ 0,03
Proteinas totais (g/dL) 7,1£0,1 7,3+0,2 7,2%0,1 7,8+0,1%
Albumina (g/dL) 1,5+0,1 1,0+ 0,2 1,2+0,2 1,3+£0,1
Globulina (g/dL) 5,6 £0,1 4,2+ 1,0 5,2%0,7 6,4 +0,1
Relacao Albumina/Globulina 0,30 £ 0,01 0,20 £ 0,04* 0,20 £ 0,02* 0,20 £ 0*

Os valores representam as médias + e.p.m. de 10 animais.

* Indica estatisticamente diferente do grupo controle (ANOVA seguido de Newman-Keuls, p < 0,05).



TABELA IX: Efeito do tratamento por 90 dias consecutivos com EHAJB (25, 125 e 625mg/kg, v.o.) de Jalapa do Brasil

sobre os parametros bioquimicos em ratos Wistar adultos.

PARAMETROS CONTROLE EHAJB 25mg/kg EHAJB 125mg/kg EHAJB 625mg/kg
Glicose (mg/dL) 66,2 + 4,2 57,9+5,5 63,3+ 1,8 65,2 + 5,2
Uréia (mg/dL) 38,1 +£2,0 42,0 £ 3,0 41,6 £ 1,4 41,4+1,0
Creatinina (mg/dL) 0,40 = 0,02 0,50 £ 0,03 0,40 + 0,03 0,50 £ 0,04
Aspartato-aminotransferase (U/L) 185,2 £ 10,7 153,7 £ 8,8 175,4 £ 10,8 161,5+7,4
Alanina-aminotransferase (U/L) 63,1 +2,9 63,4+ 2,6 61,424 62,2 +2.,8
Colesterol total (mg/dL) 61,1 £2,3 64,3 £ 3,4 60,5+ 1,8 56,9 £ 2,5
Triglicerideos (mg/dL) 100,4 £ 6,5 93,7 £ 6,4 97,6 £ 6,8 103,6 £ 8,6
Fosfatase alcalina (U/L) 113,4 £ 8,8 126,1 £9,9 110,5+£ 2,5 127,3 £ 13,1
Bilirrubina total (mg/dL) 0,40 £ 0,03 0,40 £ 0,03 0,40 £ 0,06 0,40 = 0,06
Bilirrubina direta (mg/dL) 0,20 £ 0,03 0,20 £ 0,03 0,20 £ 0,04 0,20 £ 0,03
Bilirrubina indireta (mg/dL) 0,20 £ 0,02 0,20 £ 0,04 0,20 £ 0,05 0,20 = 0,04
Proteinas totais (g/dL) 7,2%0,1 7,6 0,2 7,310,1 7,6 £0,2
Albumina (g/dL) 1,4+£0,1 1,4+£0,1 1,4+£0,1 1,3+£0,1
Globulina (g/dL) 6,0 £ 0,2 6,2 £0,2 59+0,1 6,3t0,1
Relacao Albumina/Globulina 0,2 £0,01 0,20 £ 0,02 0,24 £ 0,02 0,200

Os valores representam as médias + e.p.m. de 10 animais.



TABELA X: Efeito do tratamento por 30 dias consecutivos com EHAJB (25, 125 e 625mg/kg, v.0.) de Jalapa do Brasil

sobre os parametros bioquimicos em ratas Wistar adultas.

PARAMETROS CONTROLE EHAJB 25mg/kg EHAJB 125mg/kg EHAJB 625mg/kg
Glicose (mg/dL) 69,1 £1,1 62,4 £ 5,1 90,6 £ 5,6* 87,9 £ 2,6%
Uréia (mg/dL) 41,4 +2,3 33,6 £ 4,2 41,4+ 1,6 38,4+ 6,1
Creatinina (mg/dL) 0,50 £ 0,1 0,50 £0,2 0,60 £ 0,1 0,40 £ 0,1
Aspartato-aminotransferase (U/L) 177,8 £ 13,2 178,4 £ 9,9 170,4 £ 9,3 174,7 £ 9,2
Alanina-aminotransferase (U/L) 45,1 + 3,0 63,4 £ 4,4* 45,4 £ 2,5 57,1 +3,8
Colesterol total (mg/dL) 68,6 £ 5,4 51,6 £ 7,3 63,0+ 7,1 49,7 + 8,2
Triglicerideos (mg/dL) 81,8x11,4 63,6 £ 8,5 81,7+ 6,1 86,1 £ 8,5
Fosfatase alcalina (U/L) 57,7+ 3,9 68,4 7,3 66,0 £ 5,4 82,1 £ 4,4*
Bilirrubina total (mg/dL) 0,30 £ 0,02 0,20 = 0,05 0,30 £ 0,04 0,20 = 0,07
BBilirrubina direta (mg/dL) 0,20 £ 0,03 0,10 £ 0,04 0,20 £ 0,04 0,10 £ 0,03
Bilirrubina indireta (mg/dL) 0,10 = 0,02 0,10 £ 0,03 0,10 £ 0,02 0,10 £ 0,03
Proteinas totais (g/dL) 7,6 0,2 7,9+0,3 7,6 £0,2 7,4 %+0,2
Albumina (g/dL) 1,7+0,1 1,4+£0,3 1,4+£0,1 1,4+£0,2
Globulina (g/dL) 59+0,1 50+1,1 6,21+0,2 5,0£0,8
Relacao Albumina/Globulina 0,30 £ 0,01 0,20 £ 0,05 0,20 £ 0,01 0,30 £ 0,03

Os valores representam as médias + e.p.m. de 10 animais.

* Indica estatisticamente diferente do grupo controle (ANOVA seguido de Newman-Keuls, p < 0,05).



TABELA XI: Efeito do tratamento por 60 dias consecutivos com EHAJB (25, 125 e 625mg/kg, v.o.) de Jalapa do Brasil

sobre os parametros bioquimicos em ratas Wistar adultas.

PARAMETROS CONTROLE EHAJB 25mg/kg EHAJB 125mg/kg EHAJB 625mg/kg
Glicose (mg/dL) 54,2+ 4.4 67,2 £ 4,0% 77,2 £ 4,9*% 73,2 £ 3,5%
Uréia (mg/dL) 38,6 = 3,2 35,4 +4,6 37,3+1,8 38,7+ 5,1
Creatinina (mg/dL) 0,40 £ 0,1 0,50 £0,2 0,60 £ 0,1 0,40 £0,2
Aspartato-aminotransferase (U/L) 153,2 £ 8,4 161,4 £ 6,1 165,3 £ 6,4 169,3 £ 6,3
Alanina-aminotransferase (U/L) 49,3 £ 3,6 60,2 £ 3,9 48,3 £ 3,9 54,3+ 3,9
Colesterol total (mg/dL) 64,2 £ 4,3 60,1 £ 6,2 65,1 £ 6,2 63,2+ 7,1
Triglicerideos (mg/dL) 89,2 +7,4 70,6 £ 5,2 72,242 87,2 +3,8
Fosfatase alcalina (U/L) 63,2+ 5,4 53,2 £ 8,0 61,244 84,7 + 6,3*
Bilirrubina total (mg/dL) 0,20 £ 0,03 0,20 £ 0,02 0,20 £ 0,02 0,20 £ 0,03
Bilirrubina direta (mg/dL) 0,10 = 0,02 0,10 = 0,02 0,10 £ 0,02 0,10 = 0,02
Bilirrubina indireta (mg/dL) 0,10 £ 0,03 0,10 £ 0,01 0,10 £ 0,01 0,10 £ 0,03
Proteinas totais (g/dL) 7,1£0,2 7,6 0,6 7,1 +0,2 7,2%+0,2
Albumina (g/dL) 1,8+0,1 1,5+£0,2 1,5+0,2 1,7+ 0,2
Globulina (g/dL) 53%0,2 6,1 £0,2 5,6 £0,8 55+£0,8
Relacao Albumina/Globulina 0,30 = 0,02 0,30 = 0,04 0,30 = 0,02 0,30 = 0,04

Os valores representam as médias + e.p.m. de 10 animais.

* Indica estatisticamente diferente do grupo controle (ANOVA seguido de Newman-Keuls, p < 0,05).



TABELA XII: Efeito do tratamento por 90 dias consecutivos com EHAJB (25, 125 e 625mg/kg, v.0.) de Jalapa do Brasil

sobre os parametros bioquimicos em ratas Wistar adultas.

PARAMETROS CONTROLE EHAJB 25mg/kg EHAJB 125mg/kg EHAJB 625mg/kg
Glicose (mg/dL) 73,8 3,2 70,8 £ 2,8 69,2 £39 69,1 £4,1
Uréia (mg/dL) 40,3 +2,8 39,9+ 3,1 40,4 £+ 2,4 40,1 £ 3,5
Creatinina (mg/dL) 0,50 £ 0,1 0,50 £ 0,1 0,50 £ 0,1 0,50 £0,2
Aspartato-aminotransferase (U/L) 161,4 £ 7,4 173,1 £ 5,2 177,8 7,9 178,4 £ 8,1
Alanina-aminotransferase (U/L) 51,4+4,2 59,1 £4,1 52,4 +6,1 60,1 £ 5,1
Colesterol total (mg/dL) 67,7 £ 3,8 63,2 £ 2,3 67,7 £ 3,4 65,2 £ 6,0
Triglicerideos (mg/dL) 94,1 £6,1 69,7 £ 8,2 77,2+ 6,1 91,6 = 5,2
Fosfatase alcalina (U/L) 69,7 £ 6,1 62,1 £4,8 67,8+ 5,2 90,4 £ 5,6*
Bilirrubina total (mg/dL) 0,20 £ 0,02 0,20 £ 0,03 0,30 £ 0,03 0,20 = 0,02
Bilirrubina direta (mg/dL) 0,10 = 0,02 0,10 = 0,02 0,10 £ 0,02 0,10 = 0,02
Bilirrubina indireta (mg/dL) 0,10 £ 0,02 0,10 = 0,02 0,10 £ 0,02 0,10 = 0,02
Proteinas totais (g/dL) 6,9%+0,2 7,7+ 0,9 7,2+0,2 7,4%+0,2
Albumina (g/dL) 1,8 £0,2 1,8 0,1 1,7+0,2 1,6 £0,2
Globulina (g/dL) 5,2+0,2 59+%0,1 55+0,6 58%0,6
Relacao Albumina/Globulina 0,30 £ 0,03 0,30 = 0,02 0,30 £ 0,04 0,30 = 0,06

Os valores representam as médias + e.p.m. de 10 animais.

* Indica estatisticamente diferente do grupo controle (ANOVA seguido de Newman-Keuls, p < 0,05).



4.1.9.- EFEITO DA ADMINISTRACAO ORAL DO EHAJB SOBRE
OS PARAMETROS HEMATOLOGICOS EM RATOS DE AMBOS OS
SEXOS.

Na tabela XIII o mostra que o perfil hematoléogico dos machos nao foi
modificado pelo tratamento com EHA, exceto em 30 dias, nas doses de 25 e
625mg/kg onde registramos uma diminuicao significativa do VCM em torno de 7%
e no valor de leucocitos, para a maior dose, aumento de 49% em relacao ao grupo
controle.

Ja na tabela XIV, em 60 dias de tratamento, ndo observamos nenhuma
alteracao, enquanto que em 90 dias constatamos alteracdo apenas na contagem
diferencial (tabela XV).

Nas tabelas XVI e XVII, para as fémeas, o perfil hematologico manteve-se
inalterado, a excecao da contagem diferencial de linfocitos atipicos, monocitos e

bastonetes.



TABELA XIII: Efeito do tratamento por 30 dias consecutivos com EHAJB (25, 125 e 625mg/kg, v.o.) de Jalapa do Brasil

sobre os parametros hematologicos em ratos Wistar adultos.

PARAMETROS CONTROLE EHAJB 25mg/kg EHAJB 125mg/kg EHAJB 625mg/kg
Eritrocitos (10-6/uL) 7,7 0,1 8,2 0,2 7,8 +£0,2 7,9+0,2
Hemoglobina (g/D]) 15,4 +£0,1 15,6 £ 0,3 15,0+ 0,2 14,9 £ 0,3
Hematocrito (%) 43,1 £ 0,4 42,6 £ 0,9 43,0+ 1,8 41,4+1,1
VCM (fL) 56,1 +0,7 52,0 + 0,3* 549+1,3 52,1 £ 1,0%
HCM (pg) 20,1 +0,3 19,1 £0,2 19,2 +£0,6 18,8 £ 0,4
CHCM (g/dL) 35,8 +£0,2 36,8 £ 0,2 34,9+0,2 36,0 £ 0,2
RDW (%) 14,4 + 0,5 14,6 £ 0,5 15,2+0,8 14,9+0,6
Plaquetas (10-3/uL) 900,5 + 36,7 970,3 £ 24,2 912,4 + 41,8 982,3 + 14,4
VPM (fL) 5,6£0,1 5,1 +£0,02 5,2+0,1 5,3+0,1
Leucocitos (10-3/uL) 6,9+0,9 7,9 0,6 8,0+0,4 10,3 £ 0,7*
Bastonetes (%) 0,20 £0,1 0 0 0,30 £0,3
Neutrofilos (%) 18,3 +2,8 21,0+ 5,3 23,5+ 1,8 23,0+0,9
Eosinofilos (%) 0,50 £ 0,2 1,0+ 0,5 0,60 + 0,1 2,0+0,8
Basofilos (%) 0,30 £0,1 0 0 1,3+0,7
Linfécitos tipicos (%) 74,5+ 2,8 76,0 £ 5,7 72,4 £ 2,2 64,3+1,5
Linfocitos atipicos (%) 2,1+0,4 0 0,50 £0,2 2,7+ 1,4
Monocitos (%) 4,3+£0,5 2,00 2,8+0,8 6,3t1,4

Os valores representam as médias

e.p.m. de 9-10 animais. VCM: Volume Corpuscular Médio, HCM: Hemoglobina Corpuscular Médio,
CHCM: Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Médio, RDW: Amplitude da Distribuicao das Hemacias, VPM: Volume Plaquetario Médio.
* Indica estatisticamente diferente do grupo controle (ANOVA seguido de Newman-Keuls, p< 0,05).



TABELA XIV: Efeito do tratamento por 60 dias consecutivos com EHAJB (25, 125 e 625mg/kg, v.o0.) de Jalapa do Brasil

sobre os parametros hematologicos em ratos Wistar adultos.

PARAMETROS CONTROLE EHAJB 25mg/kg EHAJB 125mg/kg EHAJB 625mg/kg
Eritrocitos (10-6/uL) 8,0x0,2 7,9+0,1 7,4 0,2 7,3+£0,4
Hemoglobina (g/dL) 15,4 £ 0,2 15,4 £0,2 14,8 + 0,3 14,0 £ 0,7
Hematocrito (%) 447 £ 2,2 41,7+£0,5 39,1 £+0,8 38,6+ 1,6
VCM (fL) 55,5+ 1,2 52,7 +0,2 52,9+0,9 53,4+ 0,9
HCM (pg) 19,2 £ 0,5 19,6 £ 0,1 20,0 £ 0,4 19,5+ 0,7
CHCM (g/dL) 34,5+0,3 37,0+ 0,2 37,7+0,1 36,4+ 1,2
RDW (%) 16,2 £ 0,9 14,0+£0,3 16,0 £ 0,9 149+0,6
Plaquetas (10-3/uL) 947,5 + 18,4 852,0 + 14,0 935,0 + 22,2 889,3 £ 53,4
VPM (fL) 5,2+0,1 5,4+0,1 5,1+£0,1 5,2+0,1
Leucocitos (10-3/uL) 7,5+0,9 7,5+2,1 8,0+0,6 6,5+ 0,9
Bastonetes (%) 0 0,10+ 0,1 0,10 £ 0,1 0
Neutrofilos (%) 18,2 £ 2,2 22,4 +22 19,3+ 1,3 18,3+ 1,4
Eosinofilos (%) 1,0+ 0,2 1,0+ 0,5 0,60 £0,3 1,5+0,5
Basofilos (%) 0 0,10 £ 0,1 0 0,30 £ 0,2
Linfécitos tipicos (%) 76,4 £ 5,6 71,719 77,1 £1,1 75,8+ 1,2
Linfécitos atipicos (%) 0 1,1 £0,3 0,40 £ 0,2 0,80 £ 0,3
Monocitos (%) 4.4+0,8 34+1,1 2,5+0,4 3,3+£0,6

Os valores representam as médias * erro padrao de 10 animais.



TABELA XV: Efeito do tratamento por 90 dias consecutivos com EHAJB (25, 125 e 625mg/kg, v.o.) de Jalapa do Brasil

sobre os parametros hematologicos em ratos Wistar adultos.

PARAMETROS CONTROLE EHAJB 25mg/kg EHAJB 125mg/kg EHAJB 625mg/kg
Eritrocitos (10-6/uL) 8,0+0,2 8,9+0,1 8,4+0,3 7,9 £0,2
Hemoglobina (g/dL) 15,6 £ 0,3 16,5+0,1 15,8 +0,3 14,8 £ 0,3
Hematocrito (%) 44,7 £ 0,8 46,6 £ 0,2 44.4 + 0,8 41,9+0,8
VCM (fL) 56,0 £ 0,7 52,5+ 1,2 53,3+ 1,3 53,0+ 0,6
HCM (pg) 19,6 + 0,2 18,5+ 0,2 19,0 + 0,4 18,8 £ 0,2
CHCM (g/dL) 34,9 £ 0,2 35,3+0,1 35,5%+0,2 35,4 +£0,1
RDW (%) 16,8+ 1,0 14,5+0,3 17,6 £ 2,7 18,0 £ 2,1
Plaquetas (10-3/uL) 927,3 £+ 22,3 858,9 +£ 25,7 871,6 £ 36,4 825,5 + 90,0
VPM (fL) 5,5+0,1 5,7+0,4 5,4+0,4 5,3+0,1
Leucocitos (10-3/uL) 82+0,8 10,4 £ 0,9 9,0+£0,4 8,7+0,4
Bastonetes (%) 0 0 0,10 £ 0,1 0,20 £ 0,1
Neutrofilos (%) 19,4+1,9 29,9 + 2, 8* 24,6 £ 2,4 19,4+ 1,3
Eosinofilos (%) 1,0+ 0 0,60 % 0,2* 0,30 + 0,2* 0,40 + 0,2*
Basofilos (%) 0,20 £ 0,2 0 0] 0
Linfocitos tipicos (%) 77,4 2,9 67,7 £ 3,1* 73,8 2,6 78,1 1,0
Linfécitos atipicos (%) 0 1,9+0,5 0 0,30 £0,1
Monocitos (%) 1,9+0,8 0,90 £ 0,1 1,1 +0,2 1,2 +0,1

Os valores representam as médias * erro padrao de 10 animais.

* Indica estatisticamente diferente do grupo controle (ANOVA seguido de Newman-Keuls, p < 0,05).



TABELA XVI: Efeito do tratamento por 30 dias consecutivos com EHAJB (25, 125 e 625mg/kg, v.o0.) de Jalapa do Brasil

sobre os parametros hematologicos em ratas Wistar adultas.

PARAMETROS CONTROLE EHAJB 25mg/kg EHAJB 125mg/kg EHAJB 625mg/kg
Eritrocitos (10-6/uL) 7,6 +0,1 7,6 £0,1 7,4 +0,2 7,3+0,1
Hemoglobina (g/dL) 14,8 £ 0,2 15,1 £0,4 14,4+ 0,4 14,4 £ 0,1
Hematocrito (%) 41,2+0,8 41,5+ 1,0 39,5+1,3 38,8 +0,3
VCM (fL) 54,0 £ 0,6 54,8 £ 0,9 53,1 £0,5 52,8 £ 0,4
HCM (pg) 19,4 +£0,2 19,9 £ 0,3 19,4 £ 0,3 19,6 £ 0,1
CHCM (g/dL) 35,9+0,3 36,3+0,1 36,5+ 0,6 37,0+ 0,2
RDW (%) 13,1 £0,2 12,9 +0,5 13,5+0,4 13,4 +£0,2
Plaquetas (10-3/uL) 933,9 + 27,6 904,0 + 32,6 846,7 £ 43,6 897,0 £ 37,1
VPM (fL) 5,6 + 0,06 5,5+0,1 5,4+0,1 5,4+0,1
Leucocitos (10-3/uL) 6,7 £0,2 6,6 £ 0,6 6,5+ 0,5 7,6 £0,8
Bastonetes (%) 0 0 0 0,10+ 0,1
Neutrofilos (%) 22,3+2,2 22,2+ 3,2 24,3+1,6 21,4+1,9
Eosinofilos (%) 1,6 £0,4 1,0+£0,2 1,4+0,6 0,80 £ 0,2
Basoéfilos (%) 0,20 £ 0,1 0,30 £ 0,2 1,1 £0,5 0,40 £ 0,2
Linfocitos tipicos (%) 67,419 72,5+ 3,3 63,7+ 1,3 72,5+ 1,8
Linfécitos atipicos (%) 1,9+0,4 2,2%+1,0 6,1 £1,2*% 2,0+£0,6
Monocitos (%) 6,6 £ 0,6 1,8 £ 0,2* 3,3+1,2*% 2,9 £0,8*

Os valores representam as médias * erro padrdo de 10 animais.* Indica estatisticamente diferente do grupo controle (ANOVA
seguido de Newman-Keuls, p < 0,05).



TABELA XVII: Efeito do tratamento por 60 dias consecutivos com EHAJB (25, 125 e 625mg/kg, v.0.) de Jalapa do Brasil

sobre os parametros hematologicos em ratas Wistar adultos.

PARAMETROS CONTROLE EHAJB 25mg/kg EHAJB 125mg/kg EHAJB 625mg/kg
Eritrocitos (10-6/uL) 7,5+0,1 7,3+0,2 7,4 +0,4 7,2 £0,2
Hemoglobina (g/dL) 14,2 £ 0,3 14,5+ 0,6 14,2 £ 0,3 13,9 £0,6
Hematocrito (%) 40,2 £ 0,9 40,8 £ 1,2 40,2 £ 0,8 37,3+£0,4
VCM (fL) 53,8 £ 0,6 56,2 £ 0,9 54,2 £ 0,6 51,8 £0,5
HCM (pg) 19,0 £ 0,2 19,9 £ 0,6 19,2 +£0,3 19,3 +0,1
CHCM (g/dL) 35,6 +0,3 35,7+0,2 35,3+£0,5 37,2+0,3
RDW (%) 13,0 +0,3 13,0 £ 0,4 12,8 £ 0,4 13,0+0,3
Plaquetas (10-3/uL) 870,2 + 38,3 912,0 + 27,5 912,4 + 53,3 932,4 + 73,2
VPM (fL) 5,4 + 0,04 5,3+£0,2 5,7 £ 0,04 5,7 £ 0,05
Leucocitos (10-3/uL) 6,5+0,3 6,3+0,5 6,2 +0,6 6,8+ 0,8
Bastonetes (%) 0 0 0,20 £ 0,1 0,40 £0,1%
Neutrofilos (%) 20,6 £ 3,2 20,1 £6,2 18,2+ 1,4 25,4+2)9
Eosinofilos (%) 0 0,80 £ 0,4 0 0,60 £ 0,1
Basofilos (%) 0 0 0 0
Linfocitos tipicos (%) 72,3+2,9 69,4 + 2,8 78,1 +5,2 68,2 + 2,2
Linfécitos atipicos (%) 1,7+ 0,4 2,6 £1,0 2,3+0,9 3,7+0,7
Monocitos (%) 53%0,6 561,7 1,2 + 0,9* 1,6 £ 0,9*

Os valores representam as médias * erro padrao de 10 animais.
* Indica estatisticamente diferente do grupo controle (ANOVA seguido de Newman-Keuls, p < 0,05).



TABELA XVIII: Efeito do tratamento por 90 dias consecutivos com EHAJB (25, 125 e 625mg/kg, v.0.) de Jalapa do

Brasil sobre os parametros hematologicos em ratas Wistar adultos.

PARAMETROS CONTROLE EHAJB 25mg/kg EHAJB 125mg/kg EHAJB 625mg/kg
Eritrocitos (10-6/uL) 7,6 £0,2 7,1 £0,4 7,6 £ 0,2 6,9 £ 0,2
Hemoglobina (g/dL) 14,5+ 0,3 14,2 £ 0,2 14,5+ 0,5 13,6 £ 0,5
Hematocrito (%) 40,9 £ 0,8 39,4+1,0 40,2 £ 0,9 37,6 £0,6
VCM (fL) 54,0 £ 0,4 55,5+0,7 52,7+0,8 54,2 £ 0,7
HCM (pg) 19,1 £0,2 20,0 £0,3 19,0 £ 0,3 19,5+0,7
CHCM (g/dL) 35,2+0,3 36,0 £ 0,2 36,1 +0,4 36,0 £ 0,2
RDW (%) 14,3 £ 0,3 13,4+ 0,6 13,0+0,3 12,7 +0,3
Plaquetas (10-3/uL) 902,4 + 51,1 897,4 + 41,3 904,7 + 28,5 941,1 + 33,3
VPM (fL) 5,3+0,1 5,4+0,2 5,4+0,1 5,6 £ 0,04
Leucocitos (10-3/uL) 7,0£0,2 6,9%+0,2 6,7 £ 0,2 7,1+£0,3
Bastonetes (%) 0 0 0 0,6 £ 0,2
Neutrofilos (%) 23,6 +£2,9 18,5+ 3,5 17,3 £ 3,1 30,3 £ 3,2
Eosinofilos (%) 0,60 £ 0,3 1,7+ 0,3 0 1,0£0,2
Basoéfilos (%) 0 0,60 + 0,1 0 0,2+0,1
Linfocitos tipicos (%) 71,6 £5,6 66,1 £ 3,7 79,8 £ 8,0 57,2+ 1,8
Linfécitos atipicos (%) 0,50 £ 0,6 48 +2,1 3,1+0,6 53%0,6
Monocitos (%) 3,7+ 1,0 6,8+1,2 2,8+0,8 53%0,7

Os valores representam as médias * erro padrao de 10 animais.



4.1.10.- EFEITO DA ADMINISTRACAO ORAL DO EHAJB
SOBRE A MASSA CORPORAL DOS RATOS ADULTOS E DOS
PRINCIPAIS ORGAOS

A partir da tabela XIX, observamos que nao houve diferencas
estatisticamente significativas na evolucao da massa corporal do grupo tratado,
respectivamente nos machos (52,4; 56,5 e 50,3%) e fémeas (35,1; 34,8 e 33,7%)
em relacao aos grupos controle (macho 50,1% e fémea 33,8%). Da mesma
forma na tabela XX observa-se que nao houve diferencas estatisticas na massa

umida dos orgaos.

TABELA XIX: Efeito da administracao oral por 90 dias de EHAJB (25, 125 e

625mg/kg) sobre a evolucao da massa corporal de ratos de ambos os sexos.

Machos 1o dia 30° dia 60° dia 90° dia
Controle 220,4+7,1 264,5 + 6,7 305,0 + 5,7 330,8 + 6,7
EHAJB 218,5+6,3 268,9 + 5,4 301,0 + 6,2 332,9+7,3
(25mg/kg)
EHAJB 208,2 + 5,4 259,0 + 4,7 289,8 + 6,1 325,8 + 6,8
(125mg/kg)
EHAJB 213,1+4,2 260,2 + 5,1 298,5+ 7,3 320,3+ 7,5
(625mg/kg)
Fémeas 10 dia 30° dia 60° dia 90° dia
Controle 185,2 + 4,7 208,2 + 6,2 221,5+ 5,2 247,8 + 6,1
EHAJB 192,5+ 5,6 214,8+ 7,4 228,1 +6,7 260,0 + 4,4
(25mg/kg)
EHAJB 203,1+7,1 229,7 + 5,8 237,44+ 7,2 273,77+ 5,7
(125mg/kg)
EHAJB 210,4 + 6,6 232,9 + 6,6 246,3+ 7,5 281,3+6,9
(625mg/kg)

Os valores representam as médias + erro padrao das médias de 9 animais por grupo.



TABELA XX: Efeito da administracdao oral por 90 dias de EHAJB (25, 125 e

625mg/kg) sobre a massa dos orgaos (g/100g de animal) de ratos de ambos os

SEXOS.

Machos Controle EHAJB EHAJB EHAJB
25mg/kg 125mg/kg 625mg/kg
Coracao 0,38 £ 0,06 0,33 £ 0,02 0,31 £ 0,05 0,32 + 0,02
Figado 3,51 +0,18 3,08 +£0,15 3,27 £0,14 3,02 £0,10
Baco 0,21 £0,01 0,18 £0,01 0,19 £ 0,05 0,18 £ 0,05
Rim 0,35 £ 0,02 0,34 £ 0,01 0,33 £ 0,01 0,33 £0,01
Cérebro 0,41 £ 0,05 0,31 £0,01 0,37 £ 0,01 0,37 £0,01
Pulmao 0,52 + 0,02 0,48 £ 0,34 0,50 £ 0,02 0,52 £ 0,01
Adrenal 0,007 + 0,0006 0,006 + 0,0004 0,007 £ 0,0004 0,007 £ 0,0004
Testiculo 0,45 £ 0,02 0,38 £ 0,08 0,43 £ 0,02 0,42 £ 0,05
D. deferente 0,05 + 0,06 0,04 £ 0,05 0,04 £ 0,01 0,04 £ 0,01
Fémeas Controle EHAJB EHAJB EHAJB
25mg/kg 125mg/kg 625mg/kg
Coracao 0,33 £ 0,04 0,31 + 0,02 0,32 £ 0,03 0,31 £ 0,02
Figado 3,38 £0,21 3,42 + 0,30 3,28 £0,18 3,35+£0,41
Baco 0,18 £ 0,02 0,20 £ 0,02 0,20 £ 0,02 0,21 £0,03
Rim 0,32 £ 0,02 0,33 £0,01 0,30 £ 0,02 0,30 £ 0,03
Cérebro 0,36 £ 0,03 0,36 £ 0,07 0,32 £ 0,04 0,38 £ 0,05
Pulmao 0,53 £ 0,04 0,51 £ 0,03 0,52 £ 0,02 0,49 £ 0,02
Adrenal 0,005 + 0,0004 0,006 + 0,0003 0,006 = 0,0003 0,005 £ 0,0002
Ovario 0,44 + 0,06 0,42 £ 0,07 0,40 £ 0,06 0,41 £ 0,04
Utero 0,40 £ 0,05 0,41 £ 0,07 0,40 £ 0,06 0,39 £ 0,08

Obs: Os valores representam as médias + e.p.m. de 9 animais por grupo.
Nao foi observada nenhuma alteracdo macroscopica dos 6rgaos.

4.1.11.-

EFEITO DO TRATAMENTO COM EHAJB SOBRE A
MORFOLOGIA DOS ORGAOS.



4.1.11.1. CORACAO

Em nosso estudo, observamos que em cortes transversais de fibras musculares do miocérdio
de ratos, ap6s tratamento durante 30 dias com EHA, apresentaram-se com morfologia normal em
relagdo ao grupo controle.

Observamos circunferéncia normal; nucleos localizados centralmente, levemente
eucromatico; o citoplasma ¢ acidofilo com miofibrilas também seccionadas transversalmente. Em
cortes longitudinais, os ntcleos localizados centralmente mostram-se bem ovalados em discos

intercalares e apresenta-se com disposi¢ao normal (figura 2).
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FIGURA 2: Fotomicrografia de corte longitudinal do miocardio de rato controle
onde administrou-se agua v.o. 30 dias. Visualizar as fibras musculares, bem
como a posicao dos nucleos localizados centralmente nas células (N).

Fibroblastos (F) - (coloracao HE, aumento + 430x).



FIGURA 3: Fotomicrografia de corte longitudinal de fibras musculares do
miocardio de rato submetido a tratamento por 30 dias com EHAJB (25mg/kg,
v.0). Observar nucleos localizados centralmente (N) e discos intercalares (seta).

Fibroblastos (F) - (coloracao HE, aumento + 430x).
4.1.11.2. CEREBRO

Foram analisadas seccoes transversais dos hemisférios cerebrais de rato em
varias regidoes, as quais se apresentaram subdivididas estruturalmente em uma
regido cortical mais escura e uma regiao medular mais clara.

A porcao cortical apresentou-se subdividida em seis camadas, que da
superficie em direcao a camada medular mostrou as seguintes caracteristicas:

A primeira camada mostrou poucos corpos celulares de neurdnios, os quais
aparecem mais alongados e correm paralelamente a superficie do cortex cerebral.
Outros nucleos menores mais arredondados e heterocromaticos aparecem entre os
corpos celulares de neurdnios e evidenciam caracteristicas de células neurogliais.
Entre os nucleos basoéfilos desta camada aparece uma regido mais acidofila, rica em
fibras amielinicas e prolongamentos de células nervosas e gliais.

A segunda camada apresenta uma maior condensacao de corpos celulares.
Estas células sao pequenas e apresentaram formato piramidal ou estrelado.
Quando piramidais, o vértice da piramide comumente é voltado para a superficie
cortical. Quando estreladas, o corpo celular apresenta varias projecoes

citoplasmaticas que partem radialmente para todos os lados. Entretanto, nesta



camada, as células ainda sao pequenas. Entre os corpos celulares, um neurépilo
acidofilo, constituido por prolongamentos dendriticos e fibras nervosas dispersas
esta presente.

A terceira camada apresenta corpos celulares de células piramidais, porem
maiores que os da segunda camada. Células neurogliais pequenas estao
presentes. Substancia intercelular acidoéfila, rica em fibras e prolongamentos
dendriticos separam estas células.

Na quarta camada, ocorre também a presenca de células estreladas na
mesma forma como na segunda camada, porém todas estdo mais densamente
agrupadas; o neuropilo € menos extenso.

Na quinta camada, aparecem células piramidais muito grandes, maiores que
nas camadas descritas anteriormente. Também sao observadas células
poligonais e estreladas menores em numero que as piramidais.

Na sexta camada, ocorre a presenca de corpos celulares com variadas
formas. Encontramos células piramidais, fusiformes, estreladas e globosas.
Células gliais menores se confundem entre as mesmas. Uma substancia
intercelular rica em fibras nervosas e prolongamentos celulares separam as
células, ao mesmo tempo que se associa adjacentemente com a substancia
branca. Célula neurogliais estao dispersas tanto na substancia branca quanto na
cinzenta, e apresentam uma variacao em tamanho, forma e densidade de
coloracao nuclear.

Abaixo da regido cortical, uma outra regidao rica em axonios mielinicos
caracteriza substancia branca. Na mesma encontramos células pequenas, de
nucleo ora arredondado, ora achatado, dispersos. Estas células sao
caracteristicas de elementos neurogliais, nao sendo observado halo
citoplasmatico ao redor do nucleo das mesmas.

Perifericamente, envolvendo todo o cortex cerebral, uma camada de tecido
conjuntivo frouxo € evidente e esta intimamente associada ao tecido nervoso.
Apresenta arteriolas de pequeno porte e capilares que mergulham em direcao ao
conjuntivo que invade o interior da massa nervosa formando pequenos septos.

Estas caracteristicas morfologicas foram observadas tanto nos grupos

tratados (machos e fémeas) indistintamente, como no grupo controle.



Portanto, nao encontramos diferencas morfolégicas na disposicao, no
tamanho, densidade, nem na forma das células. Assim sendo, utilizamos uma

Unica descricao morfologica para todos os grupos.
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Figura 4: Fotomicrografia do cortex cerebral de rato controle, onde
administrou-se agua v.o. por 30 dias. Observar parte da substancia cinzenta

(SC) e parte da substancia branca (SB) — (coloracao HE, aumento * 43x).
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Figura 5: Fotomicrografia do cortex cerebral de rato submetido a tratamento
por 30 dias com EHAJB (625mg/kg, v.0). Observar parte da substancia cinzenta

(SC) e parte da substancia branca (SB) - (coloracao HE, aumento + 43x).

Figura 6: Fotomicrografia do cortex cerebral de rato controle onde
administrou-se agua v.o. por 30 dias. Neurdnios globosos (N), células gliais (g),
neutropilo (n), células nervosas piramidais (P) e porcao da meninge (M) sao

evidentes — (coloracdo HE, aumento + 430x).

4.1.11.3. FIGADO:



O parénquima hepatico apresenta células de tamanho normal dispostas em
traves codornais com nucleo central de aspecto eucromatico. Disposicao vascular de
distribuicao homogénea contendo células de Kupffer de forma e distribuicao

semelhante ao controle (figura 7).

Figura 7: Fotomicrografia do figado de rato controle onde administrou-se agua
v.o. por 30 dias. Observar os hepatécitos (H), as células de Kuppfer (K), os vasos
capilares (v) e a veia centro lobular (V). (coloracao HE, aumento + 430x).
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Figura 8: Fotomicrografia do figado de rato submetido a tratamento por 30
dias com EHAJB (625mg/kg, v.0). Observar os hepatocitos (H), as células de
Kuppfer (K), os vasos capilares (v) e a veia centro lobular (V) - (coloracao HE,

aumento * 430x).

4.1.11.4. PULMAO:

Bronquiolos apresentam epitélio celular simples com algumas células
caliciformes.

Lamina propria com tecido conjuntivo fibroelastico camada muscular lisa.
epitélio apresenta-se continuo e a circunferéncia normal.

Bronquiolos terminais e respiratorios apresentam estrutura normal com
epitélio cubico simples, lamina propria delgada com musculo liso contendo uma
camada de fibras anelares.

Foi observada a presenca de pequeno infiltrado inflamatério contendo

linfocitos, plasmocitos, macrofagos e alguns polimorfonucleares.

Figura 9: Fotomicrografia do pulmao de rato submetido a tratamento por 30
dias com EHAJB (625mg/kg, v.0). Notar a presenca de bronquiolos respiratorios
com pequena quantidade de infiltrado inflamatoério (I). Porém o epitélio encontra-
se intacto (seta), sacos alveolares (SA), alvéolos pulmonares. (coloracao HE,

aumento + 430x).



Figura 10: Fotomicrografia do pulmao de rato submetido a tratamento por
30 dias com EHAJB (625mg/kg, v.0). Visualiza-se em maior aumento infiltrado
inflamatério  contendo linfocitos, plasmocitos, macréfagos e alguns

polimorfonucleares. (coloracao HE, aumento * 1170x).

4.1.11.5.- RINS:

Nosso estudo demonstrou que a regiao cortical do rim de ratos submetidos a
tratamento por 30 dias com EHA (25; 125 e 625mg/kg), apresentam glomérulos
e tubulos contorcidos distais com concentracdo e disposicdo celular normal

semelhante ao controle (figura 11).




Figura 11: Fotomicrografia de corte transversal da regido cortical de rim de rato
controle, onde administrou-se agua v.o. por 30 dias. Note a disposicdo normal de
glomérulos (G) e tubos contorcidos proximais (TP) - (coloracao HE, aumento *

430x).
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Figura 12: Fotomicrografia de corte transversal da regido cortical de rim de
rato submetido a tratamento por 30 dias com EHAJB (125m/kg, v.0). Notar a
disposicao normal de glomérulos (G) e tubos contorcidos proximais (TP) -

(coloracao HE, aumento + 430x).

4.1.11.6- OVARIO:

Ovario apresentando regiao medular com numerosos vasos sanguineos e
regular quantidade de tecido conjuntivo frouxo morfologicamente normal.
Na regidao medular cortical evidenciam-se foliculos em diversos estagios de

amadurecimento com estruturas normais, bem como o corpo luteo (Figura 9).



Figura 13: Fotomicrografia do ovario de rata controle, onde administrou-se
agua v.o. por 30 dias. Observar foliculos (F), em diversos estagios de

amadurecimento e corpo luteo (CL) - (coloracao HE, aumento + 43x).

Figura 14: Fotomicrografia da regido cortical do ovario de rata submetida a
tratamento prolongado por 30 dias com EHAJB (625mg/kg, v.o). Foliculo
maduro com aspecto morfologico normal (Fm) - (coloracado HE, aumento +
107x).

4.1.11.7.- TESTIiCULO



O testiculo apresentou, no espaco intersticial, as células de Leydig de forma
arredondada ou poligonal com nucleo central e citoplasma acidofilo.

O tecido germinativo apresenta-se com sua diversidade caracteristica,
podendo-se visualizar as espermatogonias, espermatocitos, espermatides e

espermatozoides.

Figura 15: Fotomicrografia do testiculo de rato controle onde administrou-se
agua v.o. por 30 dias. Notar a presenca de tubulos seminiferos seccionados

transversalmente (TS) e o tecido intersticial. (coloracao HE, aumento +430x).



Figura 16: - Fotomicrografia do testiculo de rato submetido a tratamento
por 30 dias com EHAJB (125mg/kg, v.0). Observar porcoes de trés tubulos
seminiferos com tecido germinativo (T'G), espermatozéides na regido central (SP) e
células de Leydig em tecido conjuntivo frouxo (seta) - (coloracdo HE, ampliacédo +
430x).

V. DISCUSSAO

Nossos resultados mostraram que o extrato hidroalcoodlico de Jalapa-do-
Brasil, principal componente ativo do medicamento Aguardente alema® € um
fitoterapico seguro, possui baixa toxicidade por via oral e nao interfere no
processo de reproducao em ratos.

A partir do estudo de observacado geral, podemos supor que até 2g/kg
por via oral ndo houve mudanca no padrao de atividade dos animais em relacao
ao grupo controle.

Na estimativa da DLso, o padrao de resposta confirmou os resultados
obtidos anteriormente na atividade geral, ou seja, por via oral nao houve morte
até 5,0g/kg em ratos de ambos os sexos. Esses dados sugerem, a principio, que o
extrato apresenta, segundo a classificacao de toxicidade adotada pela
Comunidade Européia (BARROS, S.B.M. e DAVINO, S.C., 2003) (tabela XXI),

baixissima toxicidade por via oral, uma vez que, foi utilizada uma dosa cerca de



200 vezes maior que a dose empregada na terapéutica e nao foi observada

toxicidade.

Tabela XXI: critérios utilizados pela Comunidade Européia na classificacao de

toxicidade.

Categoria DLso oral para ratos
(mg/kg peso corporeo)

Muito toxico Menor que 25

Toxico De 25 a 200

Nocivo De 200 a 2000

Apesar de nao ter estimado o valor de DLso por via oral, tinhamos uma
relativa seguranca que o extrato apresentava baixa toxicidade. Partimos entao
para comprovacao do seu efeito laxante através do transito intestinal. Como
esperado, o EHAJB aumentou o percurso do marcador em todas as doses
usadas, exceto na menor dose, confirmando a acao laxante do extrato.

Nos estudos de toxicidade a seguir, procuramos trabalhar com 3 doses,
a menor, 25mg/kg foi calculada como sendo a dose terapéutica e 125 e
625mg/kg representando respectivamente 5 e 25 vezes a dose usada como
laxante.

Na tabela I mostramos que o tratamento com extrato nao alterou a
evolucao ponderal da massa corporal durante o periodo de prenhez que engloba,
as trés diferentes fases: pré-implantacao, organogénese e crescimento. Ao final do
periodo de gestacao (22 dias), as doses do extrato 25, 125 e 625mg/kg,
representavam respectivamente um aumento ao redor de 22, 110 e 550 vezes a
empregada na posologia da Aguardente alema®.

Na Tabela II pode-se constatar que a administracdao do extrato também
nao modificou o indice de fertilidade dos grupos tratados em relacdo ao grupo
controle. Esse indice reflete a capacidade das fémeas serem fecundadas. O
extrato, possivelmente, ndo interferiu significativamente nos processos
hormonais que levam a ovulacdo, como também, sugere que nao induziu

alteracoes funcionais nos ovarios. Esses dados sao reforcados visto que a média



de filhotes por mae e o tempo de gestacao também nao se encontraram
significativamente alterada em relacdao ao grupo controle, indicando, com isso
que, além das fémeas manterem a capacidade de serem fecundadas, apresentam
também um numero normal de filhotes e duracao de prenhez que, segundo
(HARKNESS, J.E. e WAGNER, J.E. 1993), varia respectivamente entre 6 e 12
filhotes e 21 a 23 dias.

Uma das causas mais comuns da esterilidade feminina € a auséncia de
ovulacao, que pode ocorrer devido a hipossecrecao dos hormonios hipofisarios ou
por anormalidades ovarianas (GARLAND, T. e CARTIER, P.A., 1994).

O indice de gestacao que indica a relacao de fémeas prenhas com fetos
vivos reflete também a capacidade das fémeas fecundadas levarem a prenhez a
termo, sem ocorréncia de alteracoes fetais, que possam ser incompativeis com a
gestacao e que levem a interrupcao da prenhez. Nossos resultados mostram que
os grupos controle e tratado foram iguais a 100%. Esse valor nos fornece um
indicativo que o uso do extrato nao produziu alteracoes estruturais ou
metabolicas durante a gestacdo em ambos, mae e embrido, como fertilizacao de
gametas geneticamente anormais, anomalias na fertilizacdo, irregularidades na
divisdo do embrido que possam levar a inviabilidade no progresso da procriacao
ou a ocorréncia de partos prematuros (BEDRAN, J.N., 1988). Desta forma
podemos sugerir que o extrato nao atinge, pelo menos, um numero consideravel
de células, que possa induzir embrioletalidade.

O indice de viabilidade mostra o percentual de sobrevida da prole até o
quarto dia de nascimento, ou seja, indica alteracoes morfofuncionais (alteracoes
estruturais ou metabolicas no feto), as quais seriam incompativeis com a vida e
levariam a morte prematura dos recém-nascidos. Nossos dados (Tabela II)
mostram que nao houve diferenca estatistica entre os grupos: tratado e controle,
embora tivéssemos observado uma presenca relativamente alta de filhotes mortos
apoés o quarto dia de vida. Possivelmente esse fato deve-se a condicoes
ambientais do biotério, dificuldade amamentacao da prole, etc.

Algumas malformacoes induzem a morte nos primeiros dias de vida,
outras nao provocam a morte logo apdés o nascimento, mas por também

comprometerem o funcionamento do organismo leva depois de um periodo maior



de tempo ao obito do recém-nascido. Esses tipos de malformacoes sao
observados através da avaliacdao do indice de lactacdo, onde expressa a
porcentagem de sobrevida da prole no 21° dia em relacao ao numero de animais
nascidos.

Os indices de viabilidade e lactacao nao foram significativamente
diferente entre os grupos tratados e o grupo controle, o que sugere que o extrato,
neste caso, nao provoca malformacoes fetais durante toda a gestacdo e nem
interferem, a principio, no processo de lactacao (Tabela II). Esses resultados
foram reforcados, observando-se a nao existéncia de alteracoes nos aspectos
macroscopicos gerais externos como polidactilia, evisceracao fetal, exoftalmia,
palatosquese, entre outras.

As meédias das massas corporais dos filhotes no 1° e no 30° dia dos
grupos tratado e controle, também nao foram significativamente diferentes entre
si, o que indica que o tratamento nao leva ao nascimento de filhotes com baixo
peso e nao interfere no desenvolvimento da prole até a fase de desmame que se
da no 21° dia de vida.

Segundo HARKNESS, S.E. e WAGNER, J.E. (1993), a massa corporal de
um filhote ao nascer se situa entre 5 e 6g. Cabe salientar que, em alguns dos
nossos resultados, esses valores flutuaram um pouco acima dessa faixa,
principalmente pela dificuldade em pesar imediatamente apdés o nascimento.

Em outro passo, procuramos avaliar um possivel efeito toxico do extrato
ao nivel comportamental ou neurologico. Através dos indicadores usados (Tabelas
III e IV) no trabalho nao constatamos nenhuma diferenca no desenvolvimento
comportamental e/ou neurologico entre os grupos controle e tratado.

O tratamento durante a segunda fase de gestacao (7° ao 14° dia)
englobou o estagio da gestacdo onde acontece diferenciacao celular, a
organogeénese.

O estagio de organogénese € a fase mais susceptivel a acao de agentes
teratogénicos. Nesta fase, podem ocorrer as malformacoes provocadas por esses
agentes. O tipo de malformacao depende da fase evolutiva do embrido e da
afinidade do composto pelo tecido embrionario, assim, nesta fase, foi avaliada a

capacidade do extrato induzir malformacoes fetais que fossem incompativeis com



a gestacao. Pode-se inferir que o extrato, administrado do 7° ao 14° dia de
gestacao, nao apresentou efeitos toxicos. Esses dados sdao mostrados na Tabela
V, visto que a massa corporal das maes durante a prenhez, a média de filhotes
por mae, indice de reabsorcdo, entre outros, também nao se encontraram
significativamente alterados em relacdo ao grupo controle, indicando com isso
que, além das fémeas manterem a capacidade de serem fecundadas, apresentam
também um numero normal de filhotes que, segundo HARKNESS, S.E. e
WAGNER, J.E., (1993), varia entre 6 e 12 filhotes (vide, Apéndice).

O ambiente intra-uterino adverso leva geralmente ao retardo do
crescimento fetal. As anomalias congénitas associadas ao tamanho fetal
diminuido e ao nascimento se constituem em um grande grupo nos quais pode-
se citar basicamente: anomalias cromossomicas, erros inatos do metabolismo,
baixa estatura primordial (RAMOS, J.L.A., 1986). Para avaliarmos se o extrato
poderia induzir malformacdes que pudessem comprometer o desenvolvimento
normal do feto foram calculadas as médias de peso dos grupos tratados com o
respectivo controle, na qual, ndo observamos diferenca significativa (Tabela V).

Nos experimentos de performance reprodutiva dos ratos machos,
realizou-se o mesmo protocolo que o utilizado para a avaliacao da fertilidade em
fémeas. Observamos que nao houve alteracdo significativa entre os grupos
controle e tratado na massa corporal das fémeas, assim como, na duracao da
gestacao.

Os grupos tratados nao apresentaram diferencas significativas quando
comparado ao respectivo grupo controle em relacdo ao indice de fertilidade
(Tabela VI). Esse indice na avaliacao da fertilidade do macho, reflete a capacidade
do mesmo fecundar a fémea. Com esse resultado, pode-se sugerir inicialmente
que o extrato nao interfere na maturacao e na viabilidade do espermatozoide.

Na observacao do indice de gestacao (Tabela VI), pode-se observar que
nao ocorreram diferencas significativas em relacao ao grupo controle, o que nos
da um indicativo de que o extrato nao induziu no espermatozoéide alteracoes
estruturais ou metabdlicas que provocassem, secundariamente no embrido

alteracoes que culminassem em natimortos durante a gestacao.



Analisando-se os indices de viabilidade e lactacao (Tabela VI), também
nao observamos diferencas dos indices entre os grupos tratados e o controle.

A massa corporal da prole foi acompanhada durante seu
desenvolvimento e também nao foram significativamente diferentes entre os
grupos tratados e o controle (Tabela VI). Observamos também que nao ocorreram
alteracoes nos aspectos macroscopicos gerais externos.

O conjunto dos dados apresentados demonstra inicialmente que o
EHAJB nao apresenta toxicidade reprodutiva e nao interfere com o
desenvolvimento da prole.

Em relacao aos perfis bioquimico e hematologico, uma das dificuldades
encontradas € obter dados da literatura referente aos valores de referéncia de
ratos, uma vez que esta bem estabelecido (NEPTUN, D. A. et al.,, 1986;
HARKENESS, S.E. e WAGNER, J.E., 1993) que os animais de experimentacao
exibem variacoes na dependéncia de fatores ambientais, alimentacao, condicoes
do biotério, entre outras. Em nosso trabalho, comparamos os resultados com os
valores estabelecidos por HARKENESS, S.E. e WAGNER, J.E. (1993) veja no
apéndice.

Os niveis de glicose, os quais poderiam ser indicativos, caso existissem,
de alteracoes hepaticas (hipoglicemia) e pancreaticas (hiperglicemia) e os niveis
de creatinina que € um derivado do metabolismo protéico ndo se alteraram. Estes
se encontram reduzidos nos casos de atrofias musculares e elevados em estados
febris.

As atividades séricas das transaminases (ALT - AST) sado de grande
importancia para o diagnostico de disturbios hepatobiliares, assim como os
niveis de bilirrubina total, direta, e indireta (NOGUEIRA, D. M., 1990). Nossos
resultados apontam que o extrato nao apresenta efeito hepatotéoxico. Os niveis
normais de AST também sao um indicativo da auséncia de lesdbes no miocardio e
de pericardite ativa.

Os niveis protéicos totais e suas fracoes, também permaneceram sem
modificacoes significativas, esses resultados nos dao o indicativo de que nao ha
presenca de hepatopatia, que levaria a uma diminuicao dos niveis de proteinas

total por reducao na producao, como também podemos descartar, a principio,



presenca de doencas renais que levassem a perda protéica excessiva. Entretanto,
permanece a ser estabelecido a razao da inversao albumina/globulina.

Na analise das fracoes lipidicas do sangue foram avaliados colesterol
total e triglicerideos. Variacoes fisiologicas da colesterolemia estdao relacionadas
com a dieta, idade e com o sexo. Alteracoes patologicas podem se dar devido a
presenca de alteracoes no pancreas (ictericia obstrutiva), figado (lesées hepaticas)
e em alguns tipos de doencas renais. Variacoes na lipidemia (nivel de
triglicerideos no soro) podem ocorrer fisiologicamente, apos as refeicoes e,
patologicamente na sindrome nefrotica, pancreatite e na cirrose hepatica.

Em nosso estudo, os niveis de uréia nao foram significativamente
alterados, o que nos da um indicativo que nao ha comprometimento renal.

A determinacao quantitativa da creatinina é utilizada para se avaliar a
funcao renal, com os niveis de creatinina no sangue, temos uma idéia da
depuracao renal deste metabolito protéico e podemos avaliar a funcao renal. Em
nossos resultados, a excrecao renal de creatinina nos grupos tratados nao sofreu
alteracao significativa em relacdo ao grupo controle.

Quanto ao perfil hematologico, observamos que estes nao se
encontraram significativamente alterados em relacdo ao grupo controle. Esses
parametros sao uteis no diagnoéstico de varias doencas. O numero total de
eritrocitos, por exemplo, pode ser alterado por variacdes fisiologicas, nas
anemias, onde os niveis de hemoglobina (Hb) estao reduzidos e nas policitemias
determinadas pela hipoxia, doencas cardiacas e pulmonares cronicas.

O hematocrito (Ht) € util para indicar alteracao no nivel de leucocitos,
hemacias, plaquetas e plasma. Este parametro se altera em casos de
desidratacao, policitemias, anemias, descompensacao cardiaca, entre outros.

O volume corpuscular médio (VCM) nos da a informacao da presenca ou
auséncia de anemias e as classifica morfologicamente (normocitica, microcitica
ou macrocitica). A concentracao hemoglobinica corpuscular média (CHCM) é
classificada no caso da presenca de anemias, quanto ao conteudo hemoglobinico
(normocromica ou hipocréomica). Os resultados do hemograma sao um indicativo

de que o extrato nao interfere na hematopoese nem na fisiologia normal dos



eritrocitos, pois nao observamos diferencas significativas nos indices
eritrocitarios do grupo controle em relacao aos grupos tratados.

Os leucocitos podem sofrer variacdoes numeéricas causadas pelo uso de
medicamentos ou substancias toxicas. As formas mais graves de leucopenia
(diminuicao do numero total de leucocitos) apresentam quadros caracteristicos
na anemia aplastica, leucemias aleucémicas e granulocitopenia (CARVALHO,
W.F, 1983). Medicamentos e intoxicacoes também podem levar a leucocitoses,
como no caso do uso da antipirina, pirogalol, digital, terebintina (YOUNG, G.A.R.
e VINCENT, P.C., 1980). Nao ocorreram diferencas significativas no nimero de
leucocitos totais, nem no numero das linhagens dos leucécitos, sendo isto um
indicativo de que o EHA nao tem acao toxica sobre a medula 6ssea. Podemos
afirmar que o extrato nao interferiu com os perfis bioquimicos e hematologicos.
As diferencas estatisticas encontradas foram pontuais e interpretamos
inicialmente como sem relevancia clinica.

No passo seguinte procuramos verificar a influéncia do tratamento
cronico por 90 dias sobre a massa corporal e dos principais tecidos. Observamos
que a evolucao da massa corporal em ambos os sexos foram similares a obtida
com o grupo controle, da mesma forma, a massa dos tecidos nao foi alterada,
reforcando em principio a auséncia de toxicidade do extrato.

E, por fim procedeu-se a analise microscopica de alguns 6rgaos com o
objetivo de obter um estudo mais conclusivo acerca de supostas alteracoes
histologicas que possam ser causadas pelo uso prolongado do extrato.

A administracao subaguda do extrato em ratos de ambos os sexos nao
levou a alteracoes morfolégicas no coracao, rins, figado e cortex cerebral. Nao
ocorreram também alteracoes nos oOrgaos reprodutivos de ratos machos
(testiculos) e fémeas (ovarios). Ocorreu a presenca de pequeno infiltrado
inflamatorio no pulmao de rato tratado com a dose de 625mg/Kg. Este infiltrado
possivelmente se deu por pequena infiltracao de extrato nas vias aéreas devido ao
procedimento de gavagem.

Esses resultados reforcam nossos estudos bioquimicos e hematolégicos

que demonstraram que o extrato nao altera esses parametros.



VI CONCLUSAO

O conjunto dos resultados apontam na direcao de que o EHA de
Operculina alata ,popularmente conhecida como Jalapa-do-Brasil, possui baixa
toxicidade por via oral e nao interfere na fertilidade, gestacao, desenvolvimento
embrionario, performance reprodutiva, mnos parametros bioquimicos e

hematologicos e na morfologia dos 6rgaos nas doses usadas.
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Avaliacio toxicologica do extrato hidroalcoolico (EHA) do tubérculo de
Operculina alata (Ham.) Urban

Gongalves, E.S., Aguiar, F.J., Silva, E.J.R., Dimech, G.S., 1Fraga,
M.C.C.A., 1Aﬁatpour, P., 1Wanderley, A. G.

'Depto. de Fisiologia ¢ Farmacologia, Universidade Federal de Pernambuco — UFPE. Av. Prof. Moraes Rego, s/n

CEP: 50.670-901, Recife-PE, Brasil.

Resumo

Operculina alata (Ham.) Urban conhecida popularmente como Jalapa-do-Brasil, pertence a
familia das Convolvulaceae. Possui propriedades laxantes e catarticas. Apesar da sua ampla
comercializacdo (Aguardente alemi”) na forma de extrato hidroalcodlico (EHA) existem
poucos estudos sobre a seguranga em seu uso. Com o proposito de acrescentar dados a
seguranc¢a deste extrato foram realizados em ratas estudos de toxicidade aguda (DLsg) e cronica
(influéncia na massa corpdrea e principais 0rgaos e determinacdo dos parametros bioquimico e
hematologico) por via oral. Nossos resultados demonstram que o EHA até 5,0g/kg ndo causou
morte no ensaio de toxicidade aguda e ndo houve variacdo significativa na massa corpdrea nem
dos principais o6rgaos. Os parametros bioquimicos ¢ hematoldgicos apés o tratamento cronico
com EHA se mantiveram dentro dos valores de referéncia para a espécie, com variagdes
pontuais. Em conclusio, nossos resultados mostram que a administragao oral do EHA de Jalapa
do Brasil possui baixa toxicidade e ndo modifica os parametros bioquimicos ¢ hematologicos.

Abstract

Operculina alata (Ham.) Urban known popularly as Jalapa-from-Brazil, belongs to the family
of Convolvulaceae. It possesses laxatives and cathartic properties. In spite of its wide
commercialization (Aguardente alema®) in the form of hidroalcoholic extracts (HAE) there is
litle information available in the literature regarding it's safet. With the purpose of increasing
data the safety of this extract they were accomplished in female rats studies of acute toxicity
(LD50) and chronic (influence in the body mass and main organs and determination of the
biochemical and haematological parameters) by oral administration. Our results demonstrate
that oral administration of up to 5,0g/kg of HAE did not have lethal effect and there was not
significant variation in the corporal mass nor of the tissues. The biochemical ¢ hematological
profiles after chronic treatment with HAE stayed inside of the reference values for the species,
with insignificant variations. In conclusion , our results suggest that oral administration of HAE
of Jalapa-do-Brasil presents low toxicity it does not modify the biochemical e hematological
parameters.

Keywords: Operculina alata (Ham.) Urban; acute and chronic toxicity.




1. Introdugao

A Operculina alata (Ham.)
Urban, pertence a familia das
Convolvulaceae  sendo  conhecida
popularmente como jalapa-do-brasil,
batata de purga, jalapa verdadeira, etc
(PLANCHON., 1937). Analises
fitoquimicas descrevem a presenca de
saponinas, amido, sistosterina-
glicosidio conhecida como ipuranol,
fistosterina, mucilagem, manitol, acido
palmitico, malico e caféico, substancias
oleosas, odorantes e resinosas numa
quantidade de 15 a 18%, esta composta
por 80% de convolvulina e 20% de
jalapina. (TESKE, M. e TRENTTINI,
AMM., 1997). Comercialmente o
EHA de jalapa-do-brasil (aguardente
alema®) ¢ explorado pelo laboratorio
Sobral (PI) por possuir atividade
laxante. Apesar de sua ampla utilizacao
existem raros estudos sobre a seguranga
em seu uso. Afim de acrescentar dados
a seguranca deste extrato realizamos
ensaios de toxicidade aguda (DLsy) e
cronica.

2. Metodologia
2.1.  Animais

Foram utilizados ratas Wistar
fémeas, Rattus norvergicus variagao
albinus entre 2-4 meses de 1idade,
criadas no biotério do Departamento de
Fisiologia e  Farmacologia  da
Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE). Os animais receberam agua e
dieta (Labina®) ad [libitum e foram
mantidos em condi¢gdes controles de
iluminacdo 12h (ciclo claro/escuro) e
temperatura (22-25 °C).

2.2.  Material botanico

O  material utilizado  foi
fornecido pelo Laboratério SOBRAL ao
Laboratorio de  Tecnologia  dos
Medicamentos do Depto. de Ciéncias

Farmacéuticas da UFPE. Esse foi
classificado e identificado pelo Herbario
Dérdano de Andrade Lima, da Empresa
Pernambucana de Pesquisa
Agropecuaria (IPA), depositado sob o
nimero 58836.

2.3.  Preparagao do extrato

Os fragmentos do tubérculo da
Jalapa foram selecionados, limpos e
macerados a 10% com solucao extratora
hidroalcoodlica a 40% por sete dias. Ao
final desse periodo o extrato fluido foi
filtrado,  concentrado em  rota-
evaporador e determinado o teor de
resina. Nos experimentos descritos a
seguir os teores de resina dosados
variaram entre 11,5 a 21,9%. O extrato
foi armazenado em geladeira (-4°C) ¢
dividido em pequenas aliquotas para
uso nos procedimentos experimentais.
Quando necessario o material foi
diluido em 4gua destilada.

2.4.  Determinacgao da DLsg

O extrato hidroalcodlico da
Jalapa do Brasil (EHAJB) foi
administrado em doses crescentes
(0,625; 1,25; 2,5 e 5,0g/kg) por via oral
(n=10/grupo) privados de ragao por 12
horas. A mortalidade em cada grupo foi
observada por at¢ 14 dias e o valor da
DLs foi estimado segundo o método de
MILLER, L.C.,, e TAINTER, M.L.
(1944).

2.5.  Influéncia do tratamento com
EHA sobre a massa corporal das ratas
adultas e dos principais orgdos

A cada 30 dias foi determinada a
massa corporea das ratas. No final dos
90 dias de tratamento, quatro grupos
(n=9/grupo) de ratas foram sacrificadas
por anestesia com éter € os Orgaos:
coragdo, figado, baco, rim, pulmaio,
glandula adrenal, ovario e utero foram



identificados, removidos e determinado
sua massa Umida em balanga analitica
(VIJAYALAKSHMI, T., et al., 2000).

2.6.  Avaliacdo cronica dos
parametros biogquimicos e
hematologicos
2.6.1. Avaliagdo  dos  parametros
bioquimicos séricos

Quarenta animais

correspondendo a  quatro  grupos
(n=10/grupo) foram tratados durante 90
dias consecutivos por via oral com EHA
25, 125 e 625mg/kg (grupo tratado) ou
agua destilada (grupo controle). A cada
30 dias procedeu-se a coleta de sangue
(cerca de 2,5mL) por rompimento do
plexo retro-orbital com auxilio de
capilar de vidro, os animais foram
anestesiados com éter. A coleta foi
obtida com os animais privados de
racdo anteriormente por 12h.

O  sangue coletado  foi
acondicionado em tubo de hemolise
sem anticoagulante. Apo6s 1 hora o
sangue foi separado por centrifugacdo
(3500 rpm por 10 minutos) e mantido a
—4 °C at¢ o seu uso. Os padrdes
analisados  foram: glicose (soro):
enzimatico colorimétrico; uréia;
creatinina (soro): cinética enzimatica;
transaminases (soro): cinética
enzimatica; colesterol total (soro): enz.
colest. oxidade/peroxidase;
triglicerideos  (soro): GPO-PAP -
enzimatico  colorimétrico;  fosfatase
alcalina (soro): cinético enzimatico;
bilirrubina total, direta e indireta (soro):
Mallou-Evelyn e proteinas totais e
fracdes (soro): biureto/VBC, através do
aparelho Dimension (Date Behring)
(COELHO, M.G.P., et al, 2001).

2.6.2. Avaliacdo  dos
hematoldgicos

parametros

O sangue coletado (cerca de 2,5
mL) foi acondionado em tubo de
hemolise contendo cerca de 50 puL de

acido etilenodiaminotetraacético
(EDTA) como anticoagulante e
posteriormente processado para
determinagdo do hemograma

(analisador de células hematoldgicas
Coulter STKS) (COELHO, M.G.P., et
al., 2001).

3.0. Resultados

3.1.  Avaliagdo da toxicidade aguda e
determinagdo da Dose Letal (DLs)

Nossos resultados mostram que
por via oral até 5,0g’kg o EHA nao
alterou o padrdo de comportamento dos
animais e nao produziu morte.
Inviabilizando assim, a determinagdo da
DLsy.

3.2 Efeito da administragdo oral do
EHA sobre a massa corporal das ratas
adultas e dos principais orgdos

Na tabela I observamos que nao
houve  diferengas  estatisticamente
significativas na evolu¢do da massa
corporal do grupo tratado de fémeas
respectivamente  EHAJB 25, 125 e
625mg/kg (35,1; 34,8 e 33,7%) em
relacdo ao grupo controle (33,8%). Da
mesma forma na tabela II observa-se
que ndo houve diferencas estatisticas na
massa umida dos tecidos: coragao,
figado, bago, rim, cérebro, pulmao,
adrenal, ovario e utero.

Tabela I: Efeito da administracao oral por 90 dias de EHAJB (25, 125 e 625mg/kg) sobre a evolucao da

massa corporal de ratas.

Fémeas 1o dia 30° dia 60° dia 90° dia
Controle 185,2 + 4,7 208,2 £ 6,2 221,5+5,2 247,8 + 6,1
EHAJB 192,5 + 5,6 214,8+ 7,4 228,1+6,7 260,0 * 4,4




(25mg/kg)

EHAJB 203,1+7,1 229,7+5,8 237,4+7,2 273,7+£5,7
(125mg/kg)

EHAJB 210,4 £ 6,6 232,9 £+ 6,6 246,31+ 7,5 281,3+6,9
(625mg/kg)

Os valores representam as médias + erro padrao das médias de 9 animais por grupo.
(25, 125 e 625mg/kg) sobre a massa dos orgdos (g/100g de

animal) de ratas.

Tabela II: Efeito da administracdo oral por 90 dias de EHAJB

Fémeas Controle EHAJB 25mg/kg EHAJB 125mg/kg EHAJB 625mg/kg
Coracao 0,33 + 0,04 0,31 £ 0,02 0,32 + 0,03 0,31 £0,02
Figado 3,38 +0,21 3,42 £ 0,30 3,28+0,18 3,35+£0,41
Baco 0,18 £ 0,02 0,20 £ 0,02 0,20 £ 0,02 0,21 £ 0,03
Rim 0,32 £ 0,02 0,33 +0,01 0,30 £ 0,02 0,30 £ 0,03
Cérebro 0,36 + 0,03 0,36 + 0,07 0,32 + 0,04 0,38 £ 0,05
Pulmao 0,53 + 0,04 0,51 £ 0,03 0,52 + 0,02 0,49 £ 0,02
Adrenal 0,005 + 0,0004 0,006 + 0,0003 0,006 + 0,0003 0,005 £ 0,0002
Ovario 0,44 + 0,06 0,42 £ 0,07 0,40 £ 0,06 0,41 + 0,04
Utero 0,40 + 0,05 0,41 + 0,07 0,40 + 0,06 0,39 £ 0,08

Obs: Os valores representam as médias + e.p.m. de 9 animais por grupo.
Nao foi observada nenhuma alteracao macroscopica dos 6rgaos.



3.3.  Parametros bioquimicos

No tratamento por 30 dias nas fémeas (tabela III)
observamos aumento significativo nos valores de ALT e fosfatase
alcalina para a menor dose em respectivamente 41 e 42% e
glicose para as doses 125 e 625mg/kg respectivamente 31 e 27%
do valor controle.

As tabelas IV e V mostram que o tratamento por 60 dias
aumentou a glicose de forma significativa em todas as doses em

respectivamente 24, 42 e 35% e fosfatase alcalina em 34% e por
90 dias em 30% do valor controle.

3.4.  exame hematologico
Nas tabelas VI e VII o perfil hematologico manteve-se

inalterado, a excecdo da contagem diferencial de linfocitos
atipicos, mondcitos e bastonetes.



TABELA III: Efeito do tratamento por 30 dias consecutivos com EHAIJB (25, 125 e 625mg/kg, v.0.) de Jalapa do Brasil sobre os pardmetros bioquimicos em ratas Wistar

adultas.

PARAMETROS CONTROLE EHAJB 25mg/kg EHAJB 125mg/kg EHAJB 625mg/kg
Glicose (mg/dL) 69,1+1,1 62,4 +5,1 90,6 + 5,6* 87,9 +2,6*
Uréia (mg/dL) 41,4+23 33,6 4,2 414+1,6 38,4+6,1
Creatinina (mg/dL) 0,50+0,1 0,50+0,2 0,60+ 0,1 0,40+ 0,1
Aspartato-aminotransferase (U/L) 177,8 £13,2 178,4+99 170,4 £9,3 174,7+9,2
Alanina-aminotransferase (U/L) 45,1 +£3,0 63,4 £4,4* 454+2.5 57,1 £3,8
Colesterol total (mg/dL) 68,6 £5,4 51,6 £7,3 63,0+7,1 49,7+ 8,2
Triglicerideos (mg/dL) 81,8+11,4 63,6 £8,5 81,7+6,1 86,1 +8,5
Fosfatase alcalina (U/L) 57,7+3,9 68,4+7,3 66,0+5,4 82,1 £4.4*
Bilirrubina total (mg/dL) 0,30+ 0,02 0,20 £ 0,05 0,30 +0,04 0,20 + 0,07
BBilirrubina direta (mg/dL) 0,20 + 0,03 0,10 + 0,04 0,20 + 0,04 0,10+ 0,03
Bilirrubina indireta (mg/dL) 0,10 +£ 0,02 0,10+ 0,03 0,10+ 0,02 0,10+ 0,03
Proteinas totais (g/dL) 7,6+0,2 7,9+0,3 7,6£0,2 7,4+0,2
Albumina (g/dL) 1,7+0,1 1,4+0,3 1,4+0,1 1,4+0,2
Globulina (g/dL) 59+0,1 50+1,1 6,2+0,2 50+0,8
Relagdo Albumina/Globulina 0,30 + 0,01 0,20 + 0,05 0,20 + 0,01 0,30 +0,03

Os valores representam as médias + e.p.m. de 10 animais.
* Indica estatisticamente diferente do grupo controle (ANOVA seguido de Newman-Keuls, p < 0,05).

TABELA 1IV: Efeito do tratamento por 60 dias consecutivos com EHAJB (25, 125 e 625mg/kg, v.0.) de Jalapa do Brasil sobre os pardmetros bioquimicos em ratas Wistar

adultas.



PARAMETROS CONTROLE EHAJB 25mg/kg EHAJB 125mg/kg EHAJB 625mg/kg

Glicose (mg/dL) 542 +4.4 67,2 £4,0% 77,2 £4,9*% 73,2 £3,5%
Uréia (mg/dL) 38,6432 354+4,6 373+1,8 38,7+5,1
Creatinina (mg/dL) 0,40+ 0,1 0,50+0,2 0,60 £0,1 0,40+0,2
Aspartato-aminotransferase (U/L) 153,2+84 161,4 + 6,1 1653 + 6,4 169,3 £6,3
Alanina-aminotransferase (U/L) 49,3+3,6 60,2 +3,9 48,3 +3,9 54,3+3,9
Colesterol total (mg/dL) 64,2 +43 60,1 £6,2 65,1 +£6,2 632+7,1
Triglicerideos (mg/dL) 89,2+ 7,4 70,6 £5,2 72,2+4,2 87,2+ 3,8
Fosfatase alcalina (U/L) 63,254 53,2 £8,0 61,2+44 84,7+ 6,3*
Bilirrubina total (mg/dL) 0,20 + 0,03 0,20 + 0,02 0,20+ 0,02 0,20+ 0,03
Bilirrubina direta (mg/dL) 0,10+ 0,02 0,10+ 0,02 0,10+ 0,02 0,10+ 0,02
Bilirrubina indireta (mg/dL) 0,10 £ 0,03 0,10+ 0,01 0,10+ 0,01 0,10+ 0,03
Proteinas totais (g/dL) 7,1+0,2 7,6+0,6 7,1+0,2 7,2+0,2
Albumina (g/dL) 1,8+0,1 1,5+0,2 1,5+0,2 1,7+0,2
Globulina (g/dL) 53+0,2 6,1 £0,2 5,6+£0,8 5,5+0,8
Relag@o Albumina/Globulina 0,30 +£ 0,02 0,30 +£ 0,04 0,30 + 0,02 0,30+ 0,04

Os valores representam as médias * e.p.m. de 10 animais.
* Indica estatisticamente diferente do grupo controle (ANOVA seguido de Newman-Keuls, p < 0,05).

TABELA V: Efeito do tratamento por 90 dias consecutivos com EHAIJIB (25, 125 e 625mg/kg, v.0.) de Jalapa do Brasil sobre os parametros bioquimicos em ratas Wistar

adultas.



PARAMETROS

CONTROLE EHAJB 25mg/kg EHAJB 125mg/kg EHAJB 625mg/kg

Glicose (mg/dL) 73,8+3,2 70,8 +£2,8 69,2 +£3,9 69,1 £4,1
Uréia (mg/dL) 40,3+2,8 39,9+3,1 40,424 40,1 +3,5
Creatinina (mg/dL) 0,50=+0,1 0,50+ 0,1 0,50+ 0,1 0,50 +0,2
Aspartato-aminotransferase (U/L) 161,4+74 173,1+5.2 177,8+7,9 1784 + 8,1
Alanina-aminotransferase (U/L) 51,4+42 59,1 £4,1 52,4 +6,1 60,1 £5,1
Colesterol total (mg/dL) 67,7+3,8 63,2+2,3 67,7+3,4 65,2+ 6,0
Triglicerideos (mg/dL) 94,1 +6,1 69,7 £8,2 77,2 +6,1 91,6 £5,2
Fosfatase alcalina (U/L) 69,7 +6,1 62,1 +4,8 67,8 +5,2 90,4 + 5,6*
Bilirrubina total (mg/dL) 0,20 £ 0,02 0,20 £ 0,03 0,30 £ 0,03 0,20 £+ 0,02
Bilirrubina direta (mg/dL) 0,10 £ 0,02 0,10 £ 0,02 0,10 £ 0,02 0,10 £ 0,02
Bilirrubina indireta (mg/dL) 0,10 £0,02 0,10+ 0,02 0,10+ 0,02 0,10+ 0,02
Proteinas totais (g/dL) 6,9+0,2 7,7+0,9 7,2+0,2 7,4+0,2

Albumina (g/dL) 1,8+0,2 1,8+0,1 1,7+0,2 1,602

Globulina (g/dL) 52+0,2 59+0,1 55+0,6 5,8+0,6

Relagdo Albumina/Globulina 0,30+ 0,03 0,30 £ 0,02 0,30 £ 0,04 0,30 £ 0,06

Os valores representam as médias * e.p.m. de 10 animais.
* Indica estatisticamente diferente do grupo controle (ANOVA seguido de Newman-Keuls, p < 0,05).

TABELA VI: Efeito do tratamento por 30 dias consecutivos com EHAJB (25, 125 e 625mg/kg, v.0.) de Jalapa do Brasil sobre os pardmetros hematoldgicos em ratas

Wistar adultas.



PARAMETROS CONTROLE EHAJB 25mg/kg EHAJB 125mg/kg EHAJB 625mg/kg

Eritrocitos (10°%/uL) 7,6 £0,1 7,6 £0,1 74+0,2 7,3£0,1
Hemoglobina (g/dL) 14,8 £0,2 15,1+0,4 144+0,4 14,4+0,1
Hematocrito (%) 41,2+0,8 41,5+ 1,0 39,5+ 1,3 38,8 +£0,3
VCM (fL) 54,0+£0,6 54,8 +0,9 53,1+0,5 52,8 +0,4
HCM (pg) 19,4 +0,2 19,9+0,3 19,4 +0,3 19,6 £0,1
CHCM (g/dL) 35,9+0,3 36,3+£0,1 36,5+ 0,6 37,0+0,2
RDW (%) 13,1+0,2 12,9+0,5 13,5+0,4 13,4+0,2
Plaquetas (10°/uL) 933,9 +27,6 904,0 = 32,6 846,7+43,6 897,0 + 37,1
VPM (fL) 5,6 +0,06 5,5+£0,1 54+0,1 54+0,1
Leucocitos (107/uL) 6,7+0,2 6,6 £0,6 6,5+0,5 7,6 £0,8
Bastonetes (%) 0 0 0 0,10+0,1
Neutréfilos (%) 223+22 222432 243+ 1,6 21,4+1,9
Eosinofilos (%) 1,6 £0,4 1,0+£0,2 1,4£0,6 0,80+ 0,2
Basofilos (%) 0,20 +0,1 0,30+£0,2 1,1£0,5 0,40+0,2
Linfocitos tipicos (%) 674=+1,9 72,5+3,3 63,7+1,3 72,5+ 1,8
Linfocitos atipicos (%) 1,9+04 2,2+1,0 6,1 £1,2* 2,0+0,6
Monodcitos (%) 6,6 £0,6 1,8+0,2* 33+£1,2* 2,9+0,8*

Os valores representam as médias + erro padrao de 10 animais.
* Indica estatisticamente diferente do grupo controle (ANOVA seguido de Newman-Keuls, p < 0,05).

TABELA VII: Efeito do tratamento por 60 dias consecutivos com EHAJB (25, 125 ¢ 625mg/kg, v.0.) de Jalapa do Brasil sobre os parametros hematologicos em ratas
Wistar adultos.



PARAMETROS CONTROLE EHAJB 25mg/kg EHAJB 125mg/kg EHAJB 625mg/kg
Eritrocitos (10°/uL) 7,5+0,1 7,3+0,2 74+04 7,2 +0,2
Hemoglobina (g/dL) 14,2+0,3 14,5£0,6 14,2+0,3 13,9+0,6
Hematocrito (%) 40,2+0,9 40,8+ 1,2 40,2+0,8 37,3+0,4
VCM (fL) 53,8+ 0,6 56,2 +0,9 542 +0,6 51,8+ 0,5
HCM (pg) 19,0 £0,2 19,9 +0,6 19,2+0,3 19,3+0,1
CHCM (g/dL) 35,6 +£0,3 35,7+£0,2 353+0,5 37,2+0,3
RDW (%) 13,0+£0,3 13,0+£0,4 12,8 £0,4 13,0+£0,3
Plaquetas (107/uL) 870,2 + 38,3 912,0+27,5 912,4+53,3 932,4+73,2
VPM (fL) 5,4+0,04 53+0,2 5,7+0,04 5,7+0,05
Leucécitos (107/uL) 6,5+0,3 6,3+0,5 6,2+0,6 6,8+0,8
Bastonetes (%) 0 0 0,20+ 0,1 0,40 £ 0,1*
Neutréfilos (%) 20,6 +3,2 20,1 +6,2 182+ 1,4 254+29
Eosindfilos (%) 0 0,80 £ 0,4 0 0,60+0,1
Basofilos (%) 0 0 0 0
Linfocitos tipicos (%) 72,3+£29 69,4+28 78,1 £5,2 68,2+22
Linfocitos atipicos (%) 1,7+ 0,4 2,6+1,0 2,3+09 3,7+0,7
Monébcitos (%) 53+0,6 56+1,7 1,2+0,9* 1,6 £0,9*

Os valores representam as médias + erro padrao de 10 animais.

* Indica estatisticamente diferente do grupo controle (ANOVA seguido de Newman-Keuls, p < 0,05).

TABELA VIII: Efeito do tratamento por 90 dias consecutivos com EHAJB (25, 125 ¢ 625mg/kg, v.0.) de Jalapa do Brasil sobre os pardmetros hematologicos em ratas

Wistar adultas.



PARAMETROS CONTROLE EHAJB 25mg/kg EHAJB 125mg/kg EHAJB 625mg/kg

Eritrocitos (10°/uL) 7,6+0,2 7,1+0,4 7,6 +0,2 6,9+0,2
Hemoglobina (g/dL) 14,5+0,3 14,2+0,2 14,5+0,5 13,6 £0,5
Hematocrito (%) 40,9+ 0,8 39,4+1,0 40,2+0,9 37,6 £0,6
VCM (fL) 54,0+0,4 55,5+£0,7 52,7+0,8 54,2 +0,7
HCM (pg) 19,1+0,2 20,0+ 0,3 19,0+ 0,3 19,5+0,7
CHCM (g/dL) 352+0,3 36,0+£0,2 36,1 £04 36,0 £0,2
RDW (%) 14,3+0,3 13,4+0,6 13,0+ 0,3 12,7+0,3
Plaquetas (10°/uL) 902,4 + 51,1 8974+41,3 904,7 + 28,5 941,1 +£33,3
VPM (fL) 53+0,1 54+0,2 54+0,1 5,6 +£0,04
Leucocitos (107/uL) 7,0+0,2 6,9+0,2 6,7+0,2 7,1+0,3
Bastonetes (%) 0 0 0 0,6 £0,2
Neutrofilos (%) 23,6 +2,9 18,5+3,5 17,3+ 3,1 30,3+£3,2
Eosindfilos (%) 0,60+0,3 1,7+0,3 0 1,0+0,2
Basofilos (%) 0 0,60+ 0,1 0 0,2+0,1
Linfocitos tipicos (%) 71,6 £5,6 66,1 £3,7 79,8 £8,0 572+1,8
Linfocitos atipicos (%) 0,50+ 0,6 48+21 3,1£0,6 5,3+£0,6
Mondbcitos (%) 3,7+ 1,0 6,8+ 1,2 2,8+0,8 5,3+0,7

Os valores representam as médias + erro padrao de 10 animais.



4.0. Discussao

Na estimativa da DLs, por via oral
nao houve morte até 5,0g/kg em ratas. Este
dado sugere, a principio, que o EHAJB
apresenta, segundo a classificagdo de
toxicidade adotada pela Comunidade
Européia (BARROS, S.B.M. e DAVINO,
S.C., 2003) baixissima toxicidade por via
oral.

Na influéncia do tratamento crénico
por 90 dias sobre a massa corporal e dos
principais tecidos. Observamos que a
evolucdo da massa corporal dos grupos
tratados foram similares a obtida com o
grupo controle, da mesma forma, a massa
dos tecidos nao foi alterada, refor¢ando em
principio a auséncia de toxicidade do
extrato.

Em relagdo aos perfis bioquimicos e
hematologicos, uma das dificuldades
encontradas ¢ obter dados da literatura
referente aos valores de referéncia de ratos,
uma vez que estd bem estabelecido
(NEPTUN, D. A. e al, 1986;
HARKENESS, S.E. ¢ WAGNER, J.E,
1993) que os animais de experimentacdo
exibem variagdes na dependéncia de fatores
ambientais, alimenta¢do, condi¢cdes do
biotério, entre outras. Em nosso trabalho,
comparamos os resultados com os valores
estabelecidos por HARKENESS, S.E. e
WAGNER, J.E. (1993).

Os niveis de glicose, os quais
poderiam ser indicativos, caso existissem,
de alteracdes hepaticas (hipoglicemia) e
pancredticas (hiperglicemia) e os niveis de
creatinina, que ¢ um derivado do
metabolismo protéico, ndo se alteraram.
Estes se encontram reduzidos nos casos de
atrofias musculares e elevados em estados
febris.

As atividades séricas das transaminases
(ALT — AST) sao de grande importancia
para o diagnoéstico de  distarbios
hepatobiliares, assim como os niveis de
bilirrubina  total, direta, e indircta
(NOGUEIRA, D. M., 1990). Nossos

resultados apontam que o extrato ndo
apresenta efeito hepatotoxico. Os niveis
normais de AST também s3o um indicativo
da auséncia de lesdes no miocardio e de
pericardite ativa.

Os niveis protéicos totais e suas fragdes,
também permaneceram sem modifica¢des
significativas, esses resultados nos ddo o
indicativo de que ndo had presenca de
hepatopatia, que levaria a uma diminuicao
dos niveis de proteinas total por redugdo na
producdo, como também  podemos
descartar, a principio, presenca de doengas
renais que levassem a perda protéica
excessiva. Entretanto, permanece a ser
estabelecido a razdo da  inversdo
albumina/globulina.

Na andlise das frag¢des lipidicas do
sangue foram avaliados colesterol total e
triglicerideos. Variagdes fisioldgicas da
colesterolemia estdo relacionadas com a
dieta, idade e com o sexo. Alteracdes
patoldgicas podem se dar devido a presenca
de alteragdes no pancreas (ictericia
obstrutiva), figado (lesdes hepaticas) e em
alguns tipos de doencas renais. Variagdes
na lipidemia (nivel de triglicerideos no
soro) podem ocorrer fisiologicamente, apds
as refei¢des e, patologicamente na sindrome
nefrotica, pancreatite e na cirrose hepatica.

Em nosso estudo, os niveis de uréia
ndo foram significativamente alterados, o
que nos da um indicativo que ndo ha
comprometimento renal.

A determinacdo quantitativa da
creatinina ¢ utilizada para se avaliar a
funcdo renal, com os niveis de creatinina no
sangue, temos uma idéia da depuragdo renal
deste metabolito protéico e podemos avaliar
a funcdo renal. Em nossos resultados, a
excrecdo renal de creatinina, nos grupos
tratados, ndo sofreu alteracdo significativa
em relacdo ao grupo controle.

Quanto ao perfil hematoldgico,
observamos que estes ndo se encontraram
significativamente alterados em relacdo ao
grupo controle. Esses parametros sdo uteis
no diagnoéstico de varias doengas. O numero



total de eritrdcitos, por exemplo, pode ser
alterado por variacdes fisiologicas, nas
anemias, onde os niveis de hemoglobina
(Hb) estdo reduzidos e nas policitemias
determinadas pela hipdxia, doencgas
cardiacas e pulmonares cronicas.

O hematocrito (Ht) ¢é util para

indicar alteracdo no nivel de leucodcitos,
hemacias, plaquetas e plasma. Este
pardmetro se altera em casos de
desidratacao, policitemias, anemias,
descompensagao cardiaca, entre outros.
O volume corpuscular médio (VCM) nos da
a informagdo da presenca ou auséncia de
anemias e as classifica morfologicamente
(normocitica, microcitica ou macrocitica).
A concentracao hemoglobinica corpuscular
média (CHCM) ¢ classificada no caso da
presenga de anemias, quanto ao contetido
hemoglobinico (normocromica ou
hipocrémica). Os resultados do hemograma
sd0 um indicativo de que o extrato nao
interfere na hematopoese nem na fisiologia
normal dos eritrdcitos, pois ndo observamos
diferencas  significativas nos indices
eritrocitarios do grupo controle em relacao
aos grupos tratados.

Os  leucocitos  podem  sofrer
variagdes numéricas causadas pelo uso de
medicamentos ou substincias toxicas. As
formas mais graves de leucopenia
(diminui¢do do numero total de leucocitos)
apresentam quadros caracteristicos na
anemia aplastica, leucemias aleucémicas e
granulocitopenia  (CARVALHO, W.F,
1983). Medicamentos ¢ intoxicagdes
também podem levar a leucocitoses, como
no caso do uso da antipirina, pirogalol,
digital, terebintina (YOUNG, G.AR. e
VINCENT, P.C., 1980). Nao ocorreram
diferencas significativas no numero de
leucécitos totais, nem no numero das
linhagens dos leucocitos, sendo isto um
indicativo de que o EHA ndo tem acgdo
toxica sobre a medula dssea. Podemos
afirmar que o extrato ndo interferiu com os
perfis bioquimicos e hematoldgicos. As
diferencas estatisticas encontradas foram

pontuais e interpretamos inicialmente como
sem relevancia clinica.
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