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RESUMO

PRAZERES, Jordana Luizi dos, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de
2020. Avaliacdo da toxicidade do extrato etandlico das folhas de Athenaea
velutina (Sendtn.) D’arcy (Solanaceae) em ratos Wistar. Orientador: Jodo Paulo
Viana Leite. Coorientadora: Mariana Machado Neves.

Athenaea velutina (Sendtn.) D’arcy (Solanaceae) conhecida como jurubeba-de-
morcego, é endémica do Brasil. E uma espécie ndo utilizada na medicina popular.
Pesquisadores do grupo Bioprospeccdo Molecular no Uso Sustentavel da
Biodiversidade (BIOPROS) identificaram compostos vitanolideos presentes no
extrato organico dessa espécie como responsaveis pelas atividades citotoxica e
antitumoral. Como a A. velutina tem composicdo quimica bastante similar
(vitanolideos) e forte relacao filogenética com a Withania somnifera (Solanaceae), a
A. velutina apresenta potencial para ser usada como insumo farmacéutico ativo
vegetal para a producao de fitoterapicos. Este estudo teve como obijetivos: avaliar a
toxicidade do extrato etandlico das folhas de Athenaea velutina (EEFo0Av) e
identificar os compostos vitanolideos presentes no EEFoAv. Para o teste de
toxicidade aguda, as ratas (n = 5) receberam uma dose oral tnica de 1000 mg/kg de
peso corporal (pc) do EEFoAv e foram observadas por 14 dias. No teste de
toxicidade de doses repetidas, ratos machos e fémeas (n = 10) receberam doses
orais de 250, 500 ou 1000 mg/kg de pc do EEFoAv, sendo tratados e observados
por 28 dias. Apds o periodo de tratamento, 0 grupo controle recovery e 0 grupo
recovery permaneceram em observacdo por mais 14 dias. Foram identificados
quatro compostos vitanolideos majoritarios no EEFoAv, utilizando a técnica Ultra
High Performance Liquid Chromatography - High Resolution Mass Spectrometry
(UHPLC-HRMS), sendo o Aurelianolideo B em maior concentracdo. O EEF0Av ndo
apresentou toxicidade oral aguda e nem de doses repetidas em ratos Wistar. O
EEFOAv ndo causou mortalidade. Nao houve parametros bioquimicos que
indicassem toxicidade hepatica ou renal. Nao houve sintomatologia clinica, perda de
peso corporal, alteracdo no consumo de agua e racdo, alteracédo do peso absoluto
dos orgédos, alteracdes anatdbmicas dos 6rgdos e histopatologicas hepaticas. No

estudo de toxicidade aguda, ndo houve alteracdo no peso relativo dos 6rgaos, nem


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/liquid-chromatography

alteracdes na hematologia. Porém, houve reducéo estatisticamente significativa nas
concentracdes de bilirrubina e de alanina aminotransferase (ALT) (p < 0,05). Os
animais tratados durante o periodo de 28 dias apresentaram alteracdes nas
concentracdes de alguns parametros hematologicos e bioquimicos, como hemacias,
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), colesterol total, colesterol
LDL (lipoproteina de baixa densidade), colesterol HDL (lipoproteina de alta
densidade), aspartato aminotransferase (AST), creatina quinase isoenzima MB (CK-
MB), lactato desidrogenase (LDH), ferro, sédio e potassio (p < 0,05). Houve reducao
significativa apenas do peso relativo do figado das fémeas do grupo recovery (p <
0,05). Todas as alteracdes bioquimicas foram revertidas, apds a interrupcdo da
administracdo do extrato, exceto a reducdo na concentracdo de sédio. Alteracdes
nas concentracées de hemacias, hemoglobina, indice de amplitude de distribuicdo
de hemacias (RDW) e acido Urico (p < 0,05) ocorreram no grupo recovery. As
alteracdes ocorreram em machos ou em fémeas ou em ambos. Os resultados
obtidos neste trabalho indicam auséncia de toxicidade do EEFoAv, e ser&o utilizados
para estabelecer as doses dos demais estudos nao clinicos e clinicos, para
posteriormente viabilizar o desenvolvimento e o registro de um medicamento

fitoterapico a partir da espécie Athenaea velutina.

Palavras-chave: Athenaea velutina. Solanaceae. Toxicidade. Matéria médica

vegetal.



ABSTRACT

PRAZERES, Jordana Luizi dos, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February,
2020. Toxicity evaluation of the ethanolic extract of Athenaea velutina (Sendtn.)
D’arcy (Solanaceae) leaves in Wistar rats. Adviser: Jodo Paulo Viana Leite. Co-
adviser: Mariana Machado Neves.

Athenaea velutina (Sendtn.) D’arcy (Solanaceae) is known as jurubeba-de-morcego
and is endemic to Brazil. This plant species is not used in folk medicine. However,
researchers from the group Molecular Bioprospecting in the Sustainable Use of
Biodiversity (BIOPROS) identified withanolides in the organic extract of A. velutina,
as responsible for its cytotoxic activities. These compounds are also found in
Withania somnifera, which reinforces the phylogenetic relationship between these
two species, and points to the potential use of A. velutina as a pharmaceutical plant
material for the production of herbal medicines. Thus, the aim of this study was to
evaluate the toxicity and phytochemical composition of the ethanolic extract of A.
velutina leaves (EEF0AV). In the acute toxicity test, female rats (n = 5) received an
oral single dose of 1000 mg/kg body weight (bw) of EEFOAv. After that, the animals
were observed for 14 days. In the repeated dose toxicity test, male and female rats (n
= 10) received oral doses of 250, 500, and 1000 mg/kg bw, and were observed for 28
days. After the treatment, the both control recovery and recovery groups remained
under observation for more 14 days. As main results, four vitanolide compounds
were identified in EEFoAv using Ultra High Performance Liquid Chromatography -
High Resolution Mass Spectrometry, with Aurelianolide B being the major compound.
EEFoAv did not present oral acute toxicity in repeated dose toxicity. Also, EEFoAv
did not alter biochemical parameters that indicated hepatic or renal toxicity. Clinical
symptoms, such as loss of body weight, changes in the consumption of water and
feed, changes in the absolute weight of the organs, anatomical changes in the
organs, and liver histopathology were not observed. In the acute toxicity study, there
was no change in the relative weight of the organs, or changes in hematology.
However, there was a statistically significant reduction in the concentrations of
bilirubin and alanine aminotransferase (p < 0.05). The animals treated during the 28

days showed changes in the concentrations of some hematological and biochemical



parameters, such as red blood cells, mean corpuscular hemoglobin concentration,
total cholesterol, LDL cholesterol, HDL cholesterol, aspartate aminotransferase,
creatine kinase isoenzyme MB, lactate dehydrogenase, iron, sodium, and potassium
(p < 0.05). In the recovery group, there was a significant reduction in the relative liver
weight of the females (p < 0.05). All biochemical changes were reversed after
stopping the administration of the extract, except the sodium concentration.
Reductions in red blood cell concentrations, hemoglobin, red cell distribution
amplitude index, and uric acid (p < 0.05) were observed in both sexes. These results
indicate the absence of high toxicity of the EEFoAv. In conclusion, this work will
support others non-clinical and clinical studies with A. velutina, in order to contribute

to the development and registration of phytotherapic for this plant.

Keywords: Athenaea velutina. Solanaceae. Toxicity. Vegetable medical matter.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é o pais com maior numero de espécies vegetais do planeta
(BRASIL, 2019b). Visando o aproveitamento sustentavel desses recursos vegetais,
tem-se utilizado como importante estratégia a busca por compostos ativos para
obtencéo de novos farmacos, cosméticos, alimentos e/ou agroquimicos (SKIRYCZ et
al., 2016).

Sabe-se que o bioma Mata Atlantica possui cerca de 20000 espécies
vegetais, incluindo diversas espécies endémicas e ameacadas de extingdo. Muitas
delas ainda sdo desconhecidas pela ciéncia (BRASIL, 2019c). Nesse contexto, em
2013, pesquisadores do grupo Bioprospeccdo Molecular no Uso Sustentavel da
Biodiversidade (BIOPROS) da Universidade Federal de Vicosa (UFV) iniciaram o
projeto de localizacédo, identificacdo e coleta de espécies arboreas nativas da Mata
Atlantica. Esse projeto visa a construcdo de uma colecdo de extratos (ALMEIDA,
2015).

Desde entdo, esses extratos tem sido alvo de estudos de bioprospeccéao
farmacéutica de interesse para as areas de saude humana e agricultura. Até o
momento, cerca de 250 extratos ja foram testados quanto as atividades antitumoral,
antibacteriana, antifingica, nematicida e inibidora de enzimas de interesse
bioquimico, como acetilcolinesterase. E varios compostos quimicos bioativos ja
foram identificados, em alguns casos, trata-se do primeiro relato de informacdes
quimico-farmacoldgicas para a espécie (RODRIGUES, 2017; ALVES, 2019).

Uma das espécies que se mostrou promissora na busca de novas substancias
com propriedades citotdxicas e antitumorais, foi a Athenaea velutina (Sendtn.) D’arcy
(Solanaceae) (ALMEIDA, 2015). Pesquisadores do BIOPROS ja identificaram
compostos vitanolideos no extrato diclorometanico dessa planta como responsaveis
pela atividade antitumoral, sendo esse o primeiro estudo quimico-farmacologico da
espécie (ALMEIDA, 2019).

Como a A. velutina tem composi¢cdo quimica bastante similar (vitanolideos)
(ALMEIDA, 2019) e forte relagdo filogenética com a espécie Withania somnifera
(Solanaceae), conhecida como ginseng indiano e amplamente usada como
fitoterapico na medicina Ayurvédica (MUSHARRAF et al., 2011; PRABU,;
PANCHAPAKESAN; RAJ, 2012), a A. velutina apresenta potencial para ser usada

como insumo farmacéutico ativo vegetal (IFAV) para a producéo de fitoterapicos.
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Para iniciar uma pesquisa para o0 desenvolvimento de medicamento
fitoterapico a partir de uma espécie ndo utilizada na medicina popular, como é o
caso da A. velutina, se faz necesséria a realizacdo de ensaios nao clinicos que
comprovem a sua seguranca (BRASIL, 2014). Portanto, o presente trabalho propde
a avaliagdo da toxicidade aguda e de doses repetidas do extrato etandlico das folhas

de A. velutina em ratos Wistar.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Fitoterapicos

Atualmente, a utilizacdo de fitoterapicos é uma pratica mundialmente
disseminada, sendo encorajada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS),
especialmente em paises em desenvolvimento (MATTOS et al., 2018).

No Brasil, a Resolucdo da Diretoria Colegiada - RDC n° 26/2014 define
fitoterapico como o produto obtido de matéria-prima ativa vegetal, exceto
substéancias isoladas, com finalidade profilatica, curativa ou paliativa (BRASIL, 2014).

Os efeitos biologicos do fitoterapico se devem ao fitocomplexo, que é o
conjunto de todas as substancias, originadas do metabolismo primério ou secundario
da planta (BRASIL, 2014).

O fitocomplexo pode ser o marcador do fitoterapico. O marcador € a
substancia ou classe de substancias (exemplo: alcaloides, flavonoides) utilizada
como referéncia no controle da qualidade da matéria-prima vegetal e do fitoterapico,
preferencialmente tendo correlagdo com o efeito terapéutico. O marcador pode ser
do tipo ativo, quando relacionado com a atividade terapéutica do fitocomplexo, ou
analitico, quando ndo demonstrada, até o momento, sua relacdo com a atividade
terapéutica do fitocomplexo (BRASIL, 2014).

A RDC n° 26/2014 determinou a divisdo dos fitoterapicos em dois grupos:
medicamentos fitoterapicos (MF) e produtos tradicionais fitoterapicos (PTF). A
seguranca e eficacia dos MF devem ser comprovadas por meio de estudos nao
clinicos e clinicos ou por registro simplificado. Para os PTF, a seguranca e
efetividade devem ser comprovadas por meio da comprovacdo de uso seguro e
efetivo para um periodo minimo de 30 anos ou por registro simplificado (BRASIL,
2014).

2.2 Athenaea velutina (Sendtn.) D’arcy (Solanaceae)

Athenaea velutina pertence a familia Solanaceae (MISSOURI..., 2018). As
solanaceas compreendem 3000 a 4000 espécies, classificadas em
aproximadamente 100 géneros. E uma familia economicamente importante, com
distribuicdo mundial (OLMSTEAD, 2013; GEBHARDT, 2016). Contém culturas
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alimentares de importancia global, como a batata (Solanum tuberosum L.), o tomate
(S. lycopersicum L.), a berinjela (S. melongena L.) e a pimenta (Capsicum spp.).
Além de importantes espécies para a industria farmacéutica, como o tabaco
(Nicotiana spp.) e a atropina (Atropa belladonna L.) (VORONTSOVA; KNAPP, 2012;
GEBHARDT, 2016). Muitos géneros sdao ornamentais, tais como: Brunfelsia (dama-
da-noite) e Petunia (petunias) (JUDD et al., 2009).

Athenaea Sendtn. é restabelecido como o nome correto para o taxon
anteriormente referido como Aureliana Sendtn. (RODRIGUES; KNAPP;
STEHMANN, 2019).

O género Athenaea compreende outras 11 espécies, sao elas: A. angustifolia,
A. anonacea, A. brasiliana, A. cuspidata, A. fasciculata, A. martiana, A. picta, A.
pogogena, A. sellowiana, A. tomentosa e A. wettsteiniana (RODRIGUES; KNAPP;
STEHMANN, 2019). Todas sdo endémicas do Brasil, exceto A. fasciculata que
extrapola os limites do pais, alcangcando também a Argentina, Bolivia, Paraguai e
Peru (RODRIGUES, 2013).

Sdo sinonimias de Athenaea velutina (Sendtn.) D'Arcy:  Aureliana
velutina (Sendtn.), Bassovia velutina (Sendtn.) Dunal e Capsicum
velutinum (Sendtn.) Kuntze (RODRIGUES; KNAPP; STEHMANN, 2019).
Athenaea velutina tem como nomes populares: jurubeba-de-morcego, fruta-de-
morcego (KUHLMANN, 2018) e jurubeba-branca (RODRIGUES, 2013).

A planta recebeu esses nomes populares porque seus frutos sdo semelhantes
a jurubeba (Solanum paniculatum L.) (FIGURAS 1 E e G), que também pertence a
familia das solanaceas e por atrairem morcegos (KUHLMANN, 2018).

Os frutos amargos da jurubeba sdo amplamente utilizados na culinaria
regional, na forma de conservas ou receitas. Também sado usados tradicionalmente
curtidos na cachaca (KUHLMANN, 2018). Essa planta é utilizada na medicina
popular para tratar distarbios gastricos e hepaticos, apresenta propriedades
antioxidantes e atenuantes do efeito citotoxico de certas substancias (VIEIRA et al.,
2013). No entanto, ndo foram encontrados registros de usos alimenticios nem
medicinais da A. velutina (KUHLMANN, 2018).

Os morcegos atraidos pelos frutos de A. velutina sado principalmente
frugivoros (Phyllostomidae) como Sturnira lilium, Carollia perspicillata, Platyrrhinus
lineatus, entre outros. As flores da A. velutina atraem abelhas (KUHLMANN, 2018).
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Figura 1 - Athenaea velutina na Mata do Paraiso, Vicosa - MG (A), Athenaea velutina
no Parque Estadual do Itacolomi, Ouro Preto - MG (B), folhas (C), flores (D), frutos
(E) e sementes (F) de Athenaea velutina e frutos de Solanum paniculatum L.

(jurubeba) (G)

*)

Fonte: A autora, 2018 (A, C); Leite, J. P. V., 2018 (B); Kuhlmann, 2018 (D, E, F e G).
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A. velutina se apresenta como arbustos ou pequenas arvores de até 3,5 m de
altura (KUHLMANN, 2018), densamente aveludados (BARBOZA; CHIARINI,
STEHMANN, 2010). O epiteto especifico velutina vem do latim, devido ao fato da
planta apresentar esse revestimento aveludado de delicados e macios pelos
(RIZZINI, 1955). O apice das folhas de A. velutina é acuminado, suas flores
possuem pétalas verdes com bordas brancas e os frutos sdo globosos e carnudos,
com até 1,5 cm de diametro, verdes quando imaturos, amarelo-esverdeados e
amolecidos quando maduros. As sementes tém até 3 mm de comprimento, sdo
achatadas, irregulares, tem a superficie enrugada e sdo douradas; mais de 50 por
fruto (FIGURAS 1A a F) (HUNZIKER; BARBOZA, 1990; CARVALHO; COSTA,;
DUARTE, 2001; GALASSI; MELLO-SILVA; SILVA, 2006; RODRIGUES, 2013;
KUHLMANN, 2018).

O habitat da A. velutina € em locais altos, acima de 700 m, frequentemente
entre 1200 e 1600 m, beiras de estradas, clareiras, mas também em Matas de
Galeria. A floracéo e a frutificacdo dessa espécie sdo concentradas entre 0s meses
de outubro e abril (RODRIGUES, 2013).

A. velutina tem como dominios fitogeograficos o Cerrado e a Mata Atlantica
(AURELIANA..., 2018).

Com base em um levantamento realizado em 2019, pesquisando o banco de
dados do herbario virtual inct.splink.org.br (INCT, 2019), ha ocorréncia de
Athenaea velutina nas regides Sudeste, Centro-Oeste e Nordeste do Brasil. Do total
das 363 ocorréncias relatadas de A. velutina, a maioria estéa concentrada em Minas
Gerais (64,7%). O segundo estado com maior nimero de registros € o Distrito
Federal (20,9%), seguido da Bahia (7,2%) e de Goias (2,2%). Também ha
ocorréncia de A. velutina no Ceara (1,7%), no Rio de Janeiro (1,4%), no Espirito
Santo (1,1%) e em S&o Paulo (0,8%) (FIGURA 2).
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Figura 2 - Ocorréncia geografica de Athenaea velutina, baseada nas
informacdes retiradas do banco de dados do herbario virtual inct.splink.org.br, no
ano de 2019

B Norte
Bl Nordeste

mm Centro-Oeste
I Sudeste

= Sul

Fonte: A autora, 2019. BA: Bahia, CE: Ceara, DF: Distrito Federal, ES: Espirito Santo, GO:

Goias, MG: Minas Gerais, RJ: Rio de Janeiro, SP: Sao Paulo.

2.3 Conhecimento fitoquimico sobre Athenaea velutina

Os vitanolideos estdo bem  estabelecidos como  marcadores
guimiotaxondmicos nas solanaceas (PIGATTO; MENTZ; SOARES, 2014).
Esses metabdlitos secundarios sdo esteroides contendo uma lactona com
uma cadeia lateral de nove carbonos, geralmente ligados ao carbono 17 (C-17).
Uma grande variacdo da fracdo lactona é encontrada em varias classes de
vitanolideos (FIGURA 3) (ATTA-UR-RAHMAN et al.,, 1998; MUSHARRAF et al.,
2011).
O isolamento e a sintese de vitanolideos tém atraido grande interesse
devido as suas diversas atividades biologicas, tais como: antitumoral,
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antimicrobiana, antiestresse, anti-inflamatoéria, antitdlcera e hepatoprotetora,
imunomoduladora e imunossupressora, citotoxica, inseticida, antiparasitaria,
diurética, antioxidante, neuroprotetora, inibidora de angiogénese, hipoglicémica,
anticolinesterase e antiartritica (BENJUMEA et al., 2009; ALMEIDA-LATEFA et al.,
2010; SINGH et al., 2010; MUSHARRAF et al., 2011).

Figura 3 - Estrutura dos vitanolideos

Ri Rz Rs
Withanolide A H H OH
Withanona H OH H

12-deoxywithastramonolide OH H H

Fonte: Adaptado de Musharraf e colaboradores, 2011.

Um grande numero de vitanolideos foi isolado da subfamilia Solanoideae
(Solanaceae). Esses compostos foram encontrados em mais de 20 géneros da
familia Solanaceae (PIGATTO; MENTZ; SOARES, 2014; ALMEIDA-LATEFA et al.,
2010).

Os vitanolideos ja identificados em Withania somnifera sdo: vitanolideos A
(FIGURA 3), B-O, Q, R, T, U, WS-1, Y, Z; di-hidroxivitadienolideo;
hidroxivitadienolideo D; vitanosideos |-XI; vitaferina A; 6a-cloro-58,17a-di-
hidroxivitaferina A; 6a-cloro-5B-hidroxivitaferina A; (22R)-5B-formil-63,27-di-hidroxi-1-
oxo0-4-norvit-24-enolideo; 2,3-di-hidrovitaferina A; 3-metoxi-2,3-di-hidrovitaferina A;
2,3-dide-hidrosomnifericina; vitanona (FIGURA 3); 5-hidroxivitanolideo R;
vitasomidienona; vitaferinilo; vitanina; dienolideos; trienolideos; fisagulina D;
coagulina Q; vitassomniferina A; vitassomniferois A-C; sominona; sominolideo;

ashwagandhanolideo (derivado dimérico tiovitanolideo); sitoindosideos VII e VI
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(acilesteril-glicosideos); sitoindosideos IX e X (C-27-glicovitanolideos) (MARQUES,
2014) e 27-deoxivitaferina A (WORLD..., 2009).

Athenaea € um género taxonomicamente ainda pouco conhecido. Apenas
recentemente a sua fitoquimica comecou a ser revelada (RODRIGUES, 2013).
Almeida-Lafeta e colaboradores (2010) isolaram vitanolideos (Aurelianolideo A e B)
do extrato metandlico de Athenaea fasciculata (Vell) e utlizaram técnicas
espectroscopicas para caracterizar os compostos (FIGURA 4). Esses vitanolideos

apresentaram atividade leishmanicida (LIMA et al., 2018).

Figura 4 - Vitanolideos de Athenaea fasciculata (Vell): Aurelianolideo A (1) e
Aurelianolideo B (2)

Fonte: AlImeida-Latefa e colaboradores, 2010.

Empregando andlises espectrométricas por Liquid Chromatography -
Electrospray lonization - Multiple-stage Mass Spectrometry (LC-ESI-MS") Almeida
(2019) também identificou 11 vitanolideos inéditos em A. velutina, séo eles: 16a-
acetoxi-53,63-epoxi-43-17a-dihidroxi-1-oxovita-2,24-dienolideo  (Aurelianolideo A);
16a-acetoxi-6a,7a-epoxi-5a,20a-dihidroxi-1-oxovita-2,24-dienolideo  (Vitanolideo A
acetilado); 6a,7a-epoxi-5a,20a-dihidroxi-1-oxovita-2,24-dienolideo (Vitanolideo A);
16a,18-diacetoxi-53,63-epoxi-43-17a-dihidroxi-1-oxovita-2,24-dienolideo (Aurelianoli-
deo A diacetilado); 16a-acetoxi-4p,17a-dihidroxi-1-oxovita-2,5,24-trienolideo
(Aurelianolideo B); 16B-acetoxi-3[3,4[3;5B,6B-diepoxi-12[3,20-dihidroxi-1-oxovita-24-
enolideo; 16[B-acetoxi-6a,7a-epoxi-5a-hidroxi-1-oxovita-2,17(20),24-trienolideo;
16a,18-diacetoxi-5B,6B-epoxi-4p-hidroxi-1-oxovita-2,24-dienolideo (Vitanolideo
diacetilado) (FIGURA 5) e 3 derivados vitanolideos.



Figura 5 - Vitanolideos identificados em Athenaea velutina
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o" O

_ ) 163-acetoxi-33,4B3;58,6B-diepoxi-
Aurelianolideo B 12B,20-dihidroxi-1-oxovita-24-enolideo
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Fonte: Adaptado de Almeida, 2019.
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No entanto, a ocorréncia dos vitanolideos ndo é completamente restrita a
Solanaceae. Também foram isolados de Taccaceae (Tacca plantaginea e T.
chantrieri), Leguminosae (Cassia siamea), e de alguns organismos marinhos, como
Minabea sp. (PIGATTO; MENTZ; SOARES, 2014; ALMEIDA-LATEFA et al., 2010).

Além dos vitanolideos, na Withania somnifera ja foram identificados acidos
fendlicos (&cidos galico, siringico, benzoico, clorogénico, p-coumarico e vanilico) e
flavonoides (catequina, kaempferol e naringenina) (ALAM et al., 2011). E no género
Athenaea, ja foram identificados os acidos fendlicos: acido protocatecuico, acido 4-
hidroxibenzoico, acido cafeico, acido vanilico e acido ferulico (SILVA et al., 2018).

Em estudo realizado por Almeida (2019), foram identificados em extrato de A.
velutina seis compostos fendlicos: quatro fendlicos simples (&cido quininico,
derivados de &cido cafeico - acido cafeoilquinico e acido dicafeoilquinico - e derivado
do é&cido ferdlico) e dois flavonoides (kaempferol-O-rutinosideo e quercetina-3-O-
rutinosideo). Nesse trabalho foi empregada a técnica de injecéo direto de fluxo em
espectrometro de massa (Flow Injection Analysis - Electrospray lonization - lon Trap
- Multiple-stage Mass Spectrometry - FIA-ESI-IT-MS").

2.4 Relacéo filogenética entre Athenaea velutina e Withania somnifera

Com base nos trabalhos realizados por Almeida (2019) e por Almeida-Latefa e
colaboradores (2010) foi observado que ambas as espécies, A. velutina e A.
fasciculata, produzem esteroides vitanolideos similares aos encontrados em
Withania somnifera. Na ultima classificacdo proposta por Olmstead e colaboradores
(2008), baseada em analises filogenéticas, Athenaea e Withania sdo da mesma
familia (Solanaceae), subfamilia (Solanoideae), tribo (Physaleae) e subtribo
(Withaninae) (FIGURA 6).

O género Withania esta entre as mais ricas fontes de lactonas esteroidais na
natureza. W. somnifera, comumente conhecido como ginseng indiano ou
Ashwagandha, é amplamente utilizada nas medicinas tradicional Indiana e
Ayurvédica (MUSHARRAF et al., 2011; PRABU; PANCHAPAKESAN; RAJ, 2012). E
um fitoterapico mundialmente prescrito como um ténico para a saude geral, e para
varias outras indicagfes, tais como: antiestresse, anti-inflamatoéria, anti-isquémica,
antioxidante, quimiopreventiva, efeitos na memoéria e cognicdo, neuroprotetora e
estimulante imunologica (WORLD..., 2009).
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Figura 6 - Filogenia de Solanaceae
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Fonte: Adaptado de Olmstead e colaboradores, 2008.

Os extratos metandlicos de diferentes partes de W. somnifera exibem
potencial terapéutico contra problemas cardiovasculares, e também séo eficazes
contra hiperlipidemia, obesidade e envelhecimento. A maioria das atividades
biolégicas associadas a essa planta € amplamente atribuida a presenca de
vitanolideo A e seus congéneres (FIGURA 3) (MUSHARRAF et al., 2011).

As constatacdes expostas acima levam a seguinte hipétese: seria a espécie

Athenaea velutina sucedanea de W. somnifera?

2.5 Estudos de toxicidade para fitoterapicos

Apesar da grande biodiversidade brasileira, o numero de produtos
fitoterapicos industrializados derivados de plantas medicinais nativas brasileiras
ainda € muito baixo (TABACH; DUARTE-ALMEIDA; CARLINI, 2017). A avaliacao da

seguranca de plantas usadas na medicina popular no Brasil também ndo € muito
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recorrente  (TABACH; DUARTE-ALMEIDA; CARLINI, 2017), apesar de ter
aumentado nos ultimos anos ap6s a aprovacdo da Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos (BRASIL, 2006). A seguranca e eficacia desses produtos
vegetais nativos precisam ser testadas de acordo com as diretrizes regulatorias
nacionais e internacionais, para que os medicamentos fitoterdpicos possam ser mais
amplamente disponiveis para a populagdo (TABACH; DUARTE-ALMEIDA; CARLINI,
2017).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é o o6rgao
responsavel pelo registro de medicamentos e pela fiscalizagdo das empresas que 0s
produzem. Essa agéncia realiza o controle sanitario dos produtos e normatiza a sua
producao, distribuicéo, publicidade, consumo e descarte (CARVALHO et al., 2011).

Os estudos de toxicologia ndo clinicos sdo realizados com células ou com
animais, os estudos clinicos sdo feitos com seres humanos (BRAGA; RATES;
SIMOES, 2017).

Atualmente, seguindo a legislacdo nacional, 0os ensaios nao clinicos de
seguranca e eficacia dos MF devem seguir como parametro minimo, a ultima verséo
publicada pela ANVISA do Guia para a Conducdo de Estudos nao Clinicos de
Toxicologia e Segurangca Farmacolégica Necessarios ao Desenvolvimento de
Medicamentos, no que for aplichvel a medicamentos fitoterapicos (BRASIL, 2014).

Esse Guia é uma orientacdo para a conducdo de estudos nao clinicos de
seguranca durante o desenvolvimento de medicamentos. A sua elaboracdo foi
baseada em documentos de agéncias reconhecidas pela vigilancia sanitaria de
medicamentos (Food and Drug Administration - FDA, European Medicines Agency -
EMA), e de instituicbes de interesse na area (International Conference on
Harmonisation of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for
Human Use - ICH, Organisation for Economic Co-operation and Development -
OECD, National Cancer Institute — NCI e World Health Organization - WHO), visando
uma maior harmonizagao com a regulamentacgéo internacional (ANVISA, 2013).

Para avaliagdo da toxicidade dos MF, A ANVISA permite utilizar os guias da
OECD. A OECD, com sede em Paris, Franca, € uma organizacdo internacional
composta por 36 paises membros. Essa organizacdo estabelece normas
internacionais em uma ampla gama de temas, desde agricultura e impostos até a
seguranca de produtos quimicos (BRASIL, 2019a; ORGANISATION..., 2019).
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Dentre os estudos ndo clinicos de segurancga propostos no Guia da ANVISA,
estdo os estudos de toxicidade de dose Unica (aguda) e os estudos de toxicidade de
doses repetidas. Os estudos de toxicidade aguda séo aqueles utilizados para avaliar
a toxicidade produzida por uma substancia teste quando essa € administrada em
uma ou mais doses durante um periodo ndo superior a 24 horas, seguido de
observacédo dos animais por pelo menos 14 dias apds a administracdo (ANVISA,
2013).

Os estudos de toxicidade de doses repetidas permitem caracterizar o perfil
toxicolégico da substancia pela administracéo repetida diariamente. A partir deles é
possivel obter informacdes sobre os efeitos toxicos e identificacdo de 6rgéos alvos,
informacBes sobre os efeitos fisioldgicos, hematoldgicos, bioquimicos, anatomo e
histopatolégicos, além de informacfes sobre a indicacdo do nivel de dose sem
observacdo de efeito (No Observed Effect Level - NOEL) e o nivel de dose sem
observacdo de efeito adverso (No Observed Adverse Effect Level - NOAEL)
(ANVISA, 2013).

Espera-se que esses estudos possam fornecer informacdes para dar
subsidios as futuras pesquisas clinicas com o extrato etandlico de A. velutina
(ANVISA, 2013).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

e Analisar quimicamente o0 extrato etanodlico das folhas de
Athenaea velutina (Sendtn.) D'Arcy (Solanaceae)

e Avaliar a toxicidade oral aguda e de doses repetidas do extrato
etandlico das folhas de Athenaea velutina em ratos Wistar.

3.2 Objetivos especificos

e Produzir o extrato etanodlico das folhas de A. velutina;

e Comparar o perfil fitoquimico, por High Performance Liquid
Chromatography - Diode Array Detector (HPLC-DAD), de extratos
produzidos com folhas de duas diferentes localidades de acesso;

¢ Identificar os compostos vitanolideos presentes no extrato, utilizando
Ultra High Performance Liquid Chromatography - High Resolution Mass
Spectrometry (UHPLC-HRMS);

¢ Analisar o contetdo mineral do material vegetal e do extrato;

e Determinar o teor de lipideos do extrato;

e Avaliar a toxicidade aguda e de doses repetidas do extrato, por
administragdo via oral, em ratos Wistar, tendo como parametros:
mortalidade, sinais clinicos (incluindo parametros comportamentais),
variacées no peso corporal, no peso dos érgdos e no consumo de agua
e racdo, patologia clinica (hematologia e bioquimica), duracdo e

reversibilidade da toxicidade e anatomo e histopatologia.


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/liquid-chromatography
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Estudos fitoquimicos

4.1.1 Coleta do material vegetal

As folhas de Athenaea velutina foram acessadas no fragmento de Mata
Atlantica de duas localidades:
1) Estacéo de Pesquisa, Treinamento e Educagdo Ambiental (EPTEA) Mata
do Paraiso, Vigosa, Minas Gerais, Brasil, que pertence a Universidade
Federal de Vicosa (UFV) (FIGURA 1A), em junho e outubro de 2018.
Exsicata depositada no Herbario VIC da UFV, sob o registro VIC 047742;

2) Parque Estadual do Itacolomi, em Ouro Preto/Mariana, Minas Gerais,
Brasil (FIGURA 1B), em dezembro de 2018 e fevereiro de 2019. Exsicata
depositada no Herbario “Professor José Badini”, da Universidade Federal
de Ouro Preto, sob o registro OUPR 32617.

Foi necessario acessar folhas de A. velutina de duas localidades, porque a
quantidade de folhas do municipio de Vigosa era insuficiente para produzir a
quantidade de extrato necessaria para a realizacdo do presente estudo.

As folhas e o extrato oriundos do EPTEA serdo referidos aqui como
folhas/extrato de Vicosa, e as folhas e o extrato oriundos do Parque Estadual do
Itacolomi seré&o referidos como folhas/extrato de Ouro Preto.

O cadastro do acesso ao patrimbnio genético foi obtido pelo Conselho de
Gestao do Patrimbnio Genético - CGEN (n° AD6E1F9). A autorizacdo do acesso ao
patrimdnio genético no Parque do Itacolomi foi concedida pelo Instituto Estadual de
Florestas de Minas Gerais — IEF-MG (n°® 011/2019) (ANEXO A).

Para coletar as amostras utilizou-se de tesoura e podéo.
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4.1.2 Preparacao das folhas

4.1.2.1 Limpeza e secagem

As folhas frescas foram destacadas dos galhos, lavadas e pesadas (balanca:
C15, C&F®). A secagem foi realizada em uma estufa de secagem (PEG100, Pardal®)

com ventilagcao circular a 40 °C, durante 48 horas.

4.1.2.2 Pulverizacéao

O material vegetal seco foi pulverizado em um moinho de facas (MA680,
Marconi®), com peneira de 20 mesh (0,85 mm), e posteriormente, foi pesado
(balanca: C15, C&F®).

4.1.3 Producao do extrato vegetal

O processo de extragcao empregado foi o de percolacdo exaustiva.

Inicialmente, o material vegetal pulverizado foi submetido a uma maceracgao
com etanol 99,5% (Exodo Cientifica®, Tec-lab® e Dinamica®), na proporcédo de 1:5
(200 g de material vegetal para 1 L de etanol), em um béquer, por 2 horas.
Posteriormente, o material vegetal embebido no solvente foi adicionado ao
percolador. O extrato liquido foi drenado e concentrado em evaporador rotatério (R-
200 e R-3, Biichi®), temperatura do banho 50 °C, acoplado & bomba de véacuo
(pressao reduzida). O processo foi realizado de forma exaustiva diversas vezes até
gue nédo se observou mais extracao significativa.

Ap6s concentrados, os extratos foram liofilizados (liofilizadores: L101, Liotop®;
LP 510, Liotop®; LS3000, Terroni®). O total de extrato proveniente das folhas de A.
velutina de Vigcosa e de Ouro Preto foi pesado separadamente em balanca analitica
(AY220, Marte®). Esses valores foram utilizados para o calculo do rendimento dos
extratos.

O rendimento (R) dos extratos foi calculado a partir da relacado entre o peso
seco do material vegetal pulverizado e o peso do extrato liofilizado produzido,

seguindo a férmula abaixo:
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R(%) = massa do extrato () x 100

massa do material vegetal pulverizado (g)

Os extratos foram armazenados em frascos de vidro, fechados e mantidos no

freezer a -20 °C, protegidos da luz.

4.1.4 Anélise comparativa dos extratos por HPLC-DAD

Os extratos das duas diferentes localidades (Vicosa e Ouro Preto) foram
comparados para confirmar a similaridade do perfil cromatogréfico, e entdo, serem
reunidos para garantir quantidade suficiente para realiza¢ao de todo o estudo.

Os perfis cromatogréficos dos extratos foram determinados por cromatografia
liguida de alta eficiéncia acoplada ao detector por arranjo de diodos (High
Performance Liquid Chromatography - Diode Array Detector - HPLC-DAD),
utilizando equipamento Shimadzu Prominence® (bomba LC - 20 AD, detector SPD -
M 20 A, forno CTO - 20 A, software LabSolutions). O comprimento de onda
monitorado foi de 254 nm. A coluna utilizada nas eluicdes (Shimpack®, 150 mm por
4,6 mm de diametro, com tamanho de particula de 15 uym) foi de fase reversa (C-18)
e a temperatura do forno foi ajustada em 40 °C.

O preparo das amostras foi realizado utilizando uma pequena quantidade das
amostras solubilizadas em 2 pL de metanol (MeOH) grau HPLC (Dinamica®), com
auxilio de banho ultrassénico (USC1600A, UltraCleaner®), em temperatura de 30 °C,
por 10 minutos. Posteriormente, as amostras foram filtradas em filtro millipore de 45
pMm, acondicionadas nos vials e levadas ao HPLC.

O fluxo utilizado foi de 1 ml/min e o tempo de corrida foi de 60 minutos. A fase
movel consistiu de solvente A: agua ultrapura e solvente B: MeOH. Foi selecionado
um gradiente linear, variando de 5% a 95% de MeOH, do tempo inicial até 55
minutos de corrida. Apos 60 minutos, o sistema voltou a concentracao inicial de 5%
de MeOH (TABELA 1).
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Tabela 1 - Gradiente de eluicdo empregado na técnica de HPLC-DAD para 0s

extratos de Athenaea velutina

. Concentracao
Tempo (min)
de MeOH (%)
0 5
55 95
60 5

4.1.5 Andlise do EEFoAv por UHPLC-HRMS

A analise da presenca de esteroides vitanolideos em extrato etandlico de A.
velutina (EEFo0AV) foi realizada com o extrato administrado aos animais durante o
teste de toxicidade, proveniente da mistura dos extratos oriundos de materiais
vegetais de Vigosa e Ouro Preto.

As andlises foram realizadas por cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas de alta resolugdo (Ultra High
Performance Liquid Chromatography - High Resolution Mass Spectrometry -
UHPLC-HRMS).

Foi utilizado o equipamento UHPLC Nexera (Shimadzu®), acoplado ao
espectrometro de massas de alta resolucao (Electrospray lonization - Time-of-flight,
electron transfer dissociation) ESI-QTOF maXis ETD (Bruker®), controlado pelo
software Compass 1.5.

Amostras foram diluidas na concentragéo final de 5 mg/ml, sendo injetado 1
uL. A coluna usada foi Shimadzu® Shim-Pack XR-ODS-III (C18, 2,2 ym, 2,0 mm x
150 mm), a 40 °C, com fluxo de 400 ul/min. As fases méveis A (solucdo de acido
formico 0,1% em agua deionizada) e B (acetonitrila) foram usadas em condicao
isocratica de 5% de B nos 5 minutos iniciais, seguido por um gradiente linear até
100% de B no tempo de 40 minutos, persistindo nessa concentragao por 5 minutos
(TABELA 2).

Os espectros de massas foram adquiridos em modos positivo e negativo.
Parametros de ionizacdo empregados foram energia de 4500 V voltagem capilar, 3,0
bar de pressédo de nebulizagcdo, 8 L/min e 200 °C de fluxo de gas dessecante e

temperatura, respectivamente.


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/liquid-chromatography
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Tabela 2 - Gradiente de eluicdo empregado na técnica de UHPLC-HRMS para o

extrato de Athenaea velutina

. Concentracao de
Tempo (min) o
acetonitrila (%)

0 5
5
40 100
45 100

Para fragmentacéo foi empregada energia de colisdo entre 15 e 60 ev, sendo
a configuracdo dos ions otimizados para faixa de 40-1000 m/z.

Para deteccdo dos esteroides vitanolideos, previamente identificados por
Almeida (2019), foram obtidos cromatogramas de ions extraidos (Extracted lons
Chromatogram - EIC) pelo registro da intensidade do sinal observado para valores
de m/z referentes a esses compostos em funcao do tempo de retencao.

A identificacdo dos picos cromatogréaficos foi realizada pela determinacdo da
férmula molecular de acordo com massa exata do is6topo do fon molecular (MS') e
comparacdo dos espectros de fragmentacdo (MS?) com espectros de referéncia
contidos nos bancos de dados MassBank e Universal Natural Products Database -
In-silico MS/MS DataBase (UNPD-ISDB).

4.1.6 Analise de minerais do material vegetal de Ouro Preto e do EEFoAvV

A analise de minerais do material vegetal das folhas coletadas em Ouro Preto
e do EEFoAV foi realizada pelos técnicos do Departamento de Solos da UFV.

A digestdo nitropercldrica foi feita para determinagdo dos teores de fosforo
(P), potéssio (K), calcio (Ca), magnésio (Mg), enxofre (S), cobre (Cu), ferro (Fe),
zinco (Zn), manganés (Mn) e boro (B), em 0,5 g de cada amostra. Esses minerais
foram quantificados utilizando espectrometro de emissdo Otica com plasma
indutivamente acoplado (Inductively Coupled Plasma - Optical Emission
Spectroscopy: ICP-OES; Optima 8300 DV, PerkinElmer®) (SARRUGE; HAAG,
1974).

A determinacao de nitrogénio (N) foi realizada pelo método Kjeldahl, em 0,2 g
de cada amostra (SARRUGE; HAAG, 1974).
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Os resultados obtidos foram expressos em decagrama por quilograma de
amostra (dag/kg) para P, K, Ca, Mg, S e N e miligramas por quilograma de amostra

(mg/kg) para Cu, Fe, Zn, Mn e B.
4.1.7 Determinacdo de lipideos do EEFoAv pelo método de Soxhlet

O teor de lipideos do EEFoAv foi determinado pelo método de Soxhlet,
descrito pelo Instituto Adolfo Lutz (2008).

Trés gramas do extrato foram pesadas em papel de filtro, que foi arramado
com fio de |4 previamente desengordurado. O papel de filtro foi transferido para o
aparelho extrator tipo Soxhlet. O extrator foi acoplado ao baldo de fundo chato
previamente tarado a 105 °C. Eter etilico P. A. (Isofar®) foi adicionado em quantidade
suficiente para um Soxhlet meio. A extracdo continua foi mantida por 6 horas (quatro
a cinco gotas por segundo), sob aquecimento em chapa elétrica.

ApoOs as 6 horas, o papel de filtro foi retirado, o éter foi destilado e o baldo
com o residuo extraido foi transferido para uma estufa a 105 °C, sendo mantido nela
por uma hora. O baldo foi resfriado em dessecador até a temperatura ambiente.

Para encontrar a porcentagem de lipideos na amostra foi utilizado o calculo
abaixo:

100 x Lip = lipideos ou extrato etéreo por cento m/m
A

Onde Lip é igual ao numero de gramas de lipideos e A é igual niumero de
gramas da amostra.

A determinagéo foi realizada em triplicata.
4.2 Ensaios in vivo
4.2.1 Animais

Foram utilizados 70 animais adultos (aproximadamente 250,00 g), com 8

semanas de idade, sendo 30 ratos Wistar machos e 40 ratas Wistar fémeas,

provenientes do Biotério Central do Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude da
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UFV. Os animais foram separados em 14 gaiolas (50 x 60 x 22 cm), contendo 05
animais em cada e foram transportados em condicdo adequada e controlada, do
Biotério Central até o Biotério Setorial do Laboratodrio de Biologia Celular e Estrutural,
do Departamento de Biologia Geral.

Em seguida, os animais foram alocados em gaiolas individuais com
maravalha autoclavada, sob temperatura (21 °C) e fotoperiodo (12 h claro/escuro)
controlados. Aos animais, foram ofertadas agua ad libitum e ragdo comercial. Todos
0os procedimentos que foram realizados com os animais foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Vigosa -
CEUAJ/UFV, sob o numero de protocolo 82/2018 (ANEXO B).

4.2.2 Delineamento experimental
4.2.2.1 Estudo de toxicidade para fitoterapicos
O delineamento do estudo de toxicidade para fitoterapicos (estudo de

toxicidade aguda e estudo de toxicidade de doses repetidas) esta representado na

Figura 7.



Figura 7 - Estudo de toxicidade para fitoterapicos

46

Estudo de toxicidade

para fitoterapicos

Estudo de toxicidade

-

Estudo de toxicidade de

G

aguda doses repetidas
.
Controle 4 ) (G L contal N\ 7 N/ \N/ N\ [/ Gs5:controle \ £ . G6: )
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Fonte: A autora.

Legenda: d: dia(s), DMSO: dimetilsulfoxido, EEFoAv: Extrato etandlico das folhas de Athenaea velutina, ?: fémeas, G: grupo, ©": machos, n: nimero,

Obs.: Observagdo, PBS: Phosphate buffered saline (tamp&o fosfato salino), T: tratamento.
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4.2.2.1.1 Estudo de toxicidade aguda

A sequéncia de procedimentos foi adotada para atender as recomendacgfes
contidas no Guia para a Conducéo de Estudos ndo Clinicos de Toxicologia e Seguranca
Farmacologica Necessarios ao Desenvolvimento de Medicamentos (ANVISA, 2013) e
as diretrizes da OECD (OECD, 2001b, 2001c e 2008a).

Apés um més de aclimatacdo, 10 ratas foram divididas, em dois grupos
experimentais (n = 5 animais por grupo), de acordo com o peso, de forma que nos dois
grupos houvesse ratas mais pesadas e menos pesadas.
No inicio do estudo, a variacdo de peso das ratas utilizadas ndo excedeu = 20% do
peso médio de cada grupo. As ratas foram mantidas em gaiolas individuais até o final
do experimento.

Um grupo foi tratado, via gavagem, com uma dose Unica de 1000 mg/kg de peso
corporal (pc) do EEFoAv, dissolvidos em tampé&o fosfato salino (PBS) acrescido de 1%
de dimetilsulféxido (DMSO). O grupo controle negativo recebeu, via gavagem, PBS
acrescido de 1% de DMSO (que constituem o veiculo para ressuspensdo do extrato),
no mesmo volume usado para o primeiro grupo.

No dia da administracdo, os animais foram observados duas vezes (logo apos a
administracdo e 4 horas depois). Nos 14 dias seguintes, os animais foram observados
uma vez ao dia. Foi observada diariamente a possivel ocorréncia de mortalidade e os
seguintes sinais clinicos (incluindo parametros comportamentais): alteracées na pele,
pelo, olhos, mucosas, ocorréncia de secrecles, lacrimacdo, piloerecdo, padrdo
respiratorio incomum, alteracdes na marcha, postura e resposta ao manuseio, presenca
de movimentos involuntarios, grooming (limpeza) excessivo, andar em circulos
repetitivos, caminhar para tras e automutilagéao.

As ratas foram pesadas a cada 3 dias (balanca: AS500C, Marte®), para avaliar
variagdes no peso corporal. O consumo de agua e racao foi quantificado diariamente, a
fim de avaliar variacbes no consumo. Para isso, a agua e a racao ofertadas aos animais
foram pesadas diariamente, os dados da diferenca entre a agua e a racéo ofertadas e o

restante ndo consumido foram utilizados para o calculo do consumo diéario.
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4.2.2.1.2 Estudo de toxicidade de doses repetidas

A sequéncia de procedimentos foi adotada para atender as recomendacgfes
contidas no Guia da ANVISA (ANVISA, 2013) e a diretriz 407 da OECD: Estudo de
Toxicidade Oral de Doses Repetidas de 28 dias em roedores (OECD, 2008b).

Os animais foram divididos nos grupos de acordo com o peso, de forma que em
todos o0s grupos houvesse animais mais pesados e menos pesados. No inicio do
estudo, a variagdo do peso dos animais utilizados ndo excedeu + 20% do peso médio
de cada sexo, por grupo.

Os grupos experimentais foram delineados da seguinte forma:

e Grupo 1 (n = 5 machos; 5 fémeas): controle negativo, recebendo PBS
acrescido de 1% de DMSO, por gavagem, durante 28 dias;

e Grupo 2 (n =5 machos; 5 fémeas): tratamento com o extrato etandlico das
folhnas de A. velutina na dosagem de 250 mg/kg pc, ressuspendido em
PBS acrescido de 1% de DMSO, via gavagem, por 28 dias;

e Grupo 3 (n = 5 machos; 5 fémeas): tratamento com o EEFOAv na
dosagem de 500 mg/kg pc, ressuspendido em PBS acrescido de 1% de
DMSO, via gavagem, por 28 dias;

e Grupo 4 (n = 5 machos; 5 fémeas): tratamento com o EEFOAv na
dosagem de 1000 mg/kg pc, ressuspendido em PBS acrescido de 1% de
DMSO, via gavagem, por 28 dias;

e Grupo 5 (n = 5 machos; 5 fémeas): controle recovery, 0s animais
receberam PBS acrescido de 1% de DMSO, via gavagem por 28 dias, e
manutencdo sem tratamento por mais 14 dias;

e Grupo 6 (n = 5 machos; 5 fémeas): recovery, 0s animais receberam
tratamento com o EEFoAv na dosagem de 1000 mg/kg pc, ressuspendido
em PBS acrescido de 1% de DMSO, via gavagem, por 28 dias, e
manutengao sem tratamento por mais 14 dias.

Durante os 28 dias de tratamento e os 14 dias sem tratamento, foi observada
diariamente a possivel ocorréncia de mortalidade e o0s seguintes sinais clinicos
(incluindo parametros comportamentais): alteragcdes na pele, pelo, olhos, mucosas,
ocorréncia de secrecbes, lacrimacéo, piloerecdo, padrdo respiratorio incomum,

alteracdes na marcha, postura e resposta ao manuseio, presenca de movimentos
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involuntarios, grooming (limpeza) excessivo, andar em circulos repetitivos, caminhar
para tras e automutilacéo.

Os animais foram pesados a cada 3 dias (balanca: AS500C, Marte®), para avaliar
variagdes no peso corporal. O consumo de agua e ragéo foi quantificado diariamente, a
fim de avaliar variacbes no consumo. Para isso, a 4gua e a ragao ofertadas aos animais
foram pesadas diariamente, os dados da diferenca entre a agua e a racao ofertadas e o
restante ndo consumido foram utilizados para o calculo do consumo diario.

Durante os 14 dias sem tratamento também foram monitorados: a reversibilidade,

a persisténcia e o atraso na ocorréncia de efeitos toxicos.
4.2.3 Ressuspensao do EEFoAv

Cada dose do extrato (1000 mg/kg pc, 500 mg/kg pc e 250 mg/kg pc) foi
ressuspendida em uma mistura contendo 594 plde solucdo tampédo fosfato salino
(PBS) 1X e 6 pl de DMSO. O DMSO correspondeu a 1% da solucao total de 600 pl.

A solucdo de PBS 1X foi previamente preparada, para isso foram necessarios:

e 8 g de cloreto de sédio (NaCl);

e 0,2 g de cloreto de potassio (KCI);

e 1,4 g de fosfato de sédio (Na;HPOy);

e 0,2 g de fosfato de potassio monobasico (KH,PO,);
e 1000 ml de 4gua deionizada;

e ajuste do pH da solucgéo para 7,2;

e autoclavar (autoclave: AV-50, Phoenix Luferco®);
e armazenar em pote de vidro, no refrigerador.

O valor em miligramas do extrato que foi administrado nos animais foi obtido
apos a pesagem dos animais e a realizacédo do calculo da média do peso por sexo, por
grupo. O extrato foi pesado (balanca: AY220, Marte®) em tubo falcon e a ele foi
adicionado o veiculo para ressuspensao.

A suspensdo do extrato foi submetida ao banho ultrassonico (USC1600A,
UltraCleaner®), por 30 minutos, com aquecimento (40 °C), para solubilizacé&o.
Posteriormente, foi agitada (agitador tipo vortex: VX-38, Warmnest®) e mantida em

banho-maria (2009, WEA®) a 40 °C até o momento da administracao.
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4.2 4 Eutanasia e coleta de material

Todos os animais ficaram em jejum, no periodo noturno, por aproximadamente
12 horas antes da eutandsia. Os animais tiveram seus pesos aferidos (balanca:
AS500C, Marte®), sendo em seguida, sedados com xilazina (10 mg/kg pc,
intraperitoneal) e anestesiados com cloridrato de quetamina (150 mg/kg pc,
intraperitoneal).

O sangue foi coletado por punc¢éo cardiaca, durante o periodo de anestesia do
animal. Uma gota de sangue de cada animal foi utilizada para a dosagem de glicemia
de jejum. Uma aliquota de 1ml do sangue de cada animal foi armazenada em tubos
heparinizados, ao abrigo da luz. Esse material foi utilizado para as dosagens
hematoldgicas. O restante do sangue de cada animal foi armazenado em tubos falcon
sem anticoagulante, sendo imediatamente centrifugado (centrifuga: 208 n, Excelsa
Baby 11®) por 15 minutos a 4.119 x g, para obtencdo do soro. O soro foi enviado para as
analises bioquimicas.

Os 6rgaos dos animais (figado, rins, coracdo e baco) foram removidos,
dissecados, pesados (balanca: 210A, BEL Engineering®) e analisados anatomicamente.
O figado foi separado para analises histopatoldgicas.

O peso relativo de cada 6rgao foi calculado de acordo com a equacao abaixo:

Peso Relativo = Peso do 6rgao (q) x 100

Peso corporal no dia da eutanasia (Q)
4.2.5 Analises hematoldgicas e bioquimicas

Para determinar as concentracdes de glicose no sangue dos animais foram
utilizadas tiras para teste de glicose e um glicosimetro (On Call® Plus; Laboratdrios
Acon, Inc., San Diego, CA, EUA).

O sangue coletado em tubo heparinizado foi utilizado para a dosagem do
hemograma completo dos ratos: contagem total de leucdcitos, contagem diferencial
(relativa e absoluta) de leucécitos (neutrofilos, linfocitos, mondcitos, eosindfilos,
basdfilos), contagem de heméacias, hemoglobina, hematdcrito, indices hematimétricos

(volume corpuscular médio — VCM, hemoglobina corpuscular média — HCM,
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concentracdo de hemoglobina corpuscular média — CHCM e indice de amplitude de
distribuicdo de heméacias - RDW) e contagem de plaquetas.

As andlises hematologicas foram realizadas no analisador hematolégico
automatico Humancountplus® (Human do Brasil LTDA).

O soro foi utilizado para dosagem dos seguintes parametros bioquimicos:
colesterol total (método enzimatico-colorimétrico), colesterol LDL (lipoproteina de baixa
densidade), colesterol HDL (lipoproteina de alta densidade) (método enzimatico-
colorimétrico), triglicerideos (método enzimatico-colorimétrico), bilirrubina total (método
colorimétrico), alanina aminotransferase/transaminase glutamico-piravica (ALT/TGP)
(método cinético), aspartato aminotransferase/transaminase glutamico-oxalica
(AST/TGO) (método cinético), gama glutamiltransferase (gama GT) (método cinético),
fosfatase alcalina (método cinético), acido Urico (método enzimatico-colorimétrico), ureia
(método cinético), creatinina (método cinético-colorimétrico), creatina quinase isoenzima
MB (CK-MB) (método cinético), lactato desidrogenase (LDH) (método cinético),
proteinas séricas (método colorimétrico), albumina (método colorimétrico), ferro
(método colorimétrico), ferritina (método imunolégico-turbidimétrico), capacidade
ligadora de ferro (método colorimétrico), célcio (método colorimétrico), fosforo (método
UV de ponto final), sédio e potassio.

As analises bioquimicas foram realizadas no analisador bioquimico automatico
BS-200 (Mindray®, China), previamente calibrado com padrdes para os diferentes
parametros bioquimicos quantificados. Os kits comerciais de andlise bioquimica foram
gentilmente doados pela Bioclin® (Brasil). As amostras de soro foram processadas de
acordo com as instru¢des fornecidas pelo fabricante dos kits diagndsticos.

As concentracdes de colesterol LDL foram calculadas de acordo com a equacgao
de Friedewald, Levy e Fredrickson (1972), descrita abaixo:

Colesterol LDL = Colesterol Total - Colesterol HDL - (Triglicerideos/5).

Sédio e potassio foram dosados no fotdmetro de chama B462 (Micronal SA®,

Brasil).
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4.2.6 Processamento histologico

Para as analises histopatoldgicas, fragmentos do figado dos animais foram
fixados em solucdo Karnovsky, por 24 horas. Posteriormente, fragmentos desse 6rgédo
foram desidratados em concentracdes crescentes de etanol (70%, 80%, 90%, 95%,
absoluto), com trocas a cada 30 minutos e diafinizados com xilol. Em seguida, 0s
fragmentos foram incluidos em parafina, para confec¢cdo dos blocos. Cortes de 3 um
foram obtidos em micrétomo rotativo (EP-31-20091, EasyPath®, S&o Paulo, Brasil).
Esses cortes foram colocados em laminas histologicas, num total de trés cortes por
lamina, por animal. Para evitar a analise da mesma area histoldgica, as se¢des foram
avaliadas em semi-série, utilizando 1 a cada 10 cortes. Os cortes foram
desparafinizados, hidratados e corados com hematoxilina/eosina (HE). Posteriormente,
foram desidratados, diafinizados, montados com Entellan® (Merck®, Frankfurt,

Alemanha) e analisados em microscépio de luz (BX41TF, Olympus®, Téquio, Japao).

4.2.7 Andlises Estatisticas

No estudo de toxicidade aguda, o experimento foi conduzido no delineamento
inteiramente casualizado com duas doses de extratos e cinco repeticées. As médias
foram comparadas utilizando-se o teste F, adotando-se o nivel de 5% de probabilidade.
Este estudo foi realizado apenas com as fémeas.

Para os grupos 1, 2, 3 e 4 do estudo de toxicidade de doses repetidas, 0
experimento foi conduzido seguindo um esquema fatorial 4x2, tendo quatro doses de
extratos e dois sexos, no delineamento inteiramente casualizado com cinco repeticdes.
Os dados foram analisados por meio de andlise de variancia. Para comparar as medias
dos tratamentos com a do controle, utilizou-se o teste de Dunnett, adotando-se o nivel
de 5% de probabilidade.

Para os grupos 5 e 6 (grupo controle recovery e grupo recovery) do estudo de
toxicidade de doses repetidas, o experimento foi conduzido seguindo um esquema
fatorial 2x2, tendo duas doses de extratos e dois sexos, no delineamento inteiramente
casualizado com cinco repeticdes. Os dados foram analisados por meio de analise de
variancia. As médias foram comparadas utilizando-se o teste F, adotando-se o nivel de
5% de probabilidade.
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Todos os resultados foram expressos como meédia + desvio padrédo da média
(DP). Todas as andlises foram realizadas no programa Sistema para Analises
Estatisticas — SAEG 9.1 (SAEG, 2007).
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5. RESULTADOS

5.1 Estudos fitoquimicos

5.1.1 Andalise comparativa dos extratos por HPLC-DAD

Pela analise comparativa do perfil cromatogréfico por HPLC-DAD, foi observado
gue os extratos produzidos de amostras de A. velutina acessadas nos municipios de
Vicosa e Ouro Preto apresentam similaridade qualitativa em suas composicoes
guimicas (FIGURAS 8A e B), pois os tempos de retencdo dos picos majoritarios nao
alteraram. Porém, pode-se observar que existe variacdo quantitativa entre o0s
componentes desses dois extratos, pois as intensidades dos sinais sao diferentes.

Para a realizacdo das demais analises e do estudo de toxicidade, os extratos
foram reunidos e homogeneizados, utilizando-se cadinho e pistilo de porcelana,

obtendo-se um Unico extrato.
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Figura 8 - Perfil cromatografico obtido por HPLC-DAD, detectado na regido de 254 nm
de dois extratos etandlicos de folhas de Athenaea velutina: A) extrato oriundo de folhas
acessadas no municipio de Vigosa; B) extrato oriundo de folhas acessadas no

municipio de Ouro Preto
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Fonte: Software LabSolutions.

5.1.2 Rendimento do EEFoAvV

Foram obtidos 95,68 g de extrato seco (E. S.) das folhas provenientes de Vigosa
e 252,33 g de E. S. das folhas de Ouro Preto. O rendimento do E. S. de Ouro Preto foi
1,41 vezes maior que o rendimento do E. S. de Vigosa.

Ap6s a confirmagdo por HPLC-DAD de que o0s extratos das diferentes
localidades apresentam similaridade qualitativa em suas composi¢des quimicas, 0S
extratos foram reunidos e homogeneizados, obtendo-se um total 348,01 g.

Essa quantidade total foi obtida a partir de 13034 g de folhas de Athenaea
velutina. O peso total do material vegetal seco pulverizado foi de 2970 g, o que
corresponde a 22,79% do peso fresco. A perda de agua foi de 77,21%. E o rendimento

do extrato foi de 11,72%. Todos esses dados sao apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3 - Rendimento do extrato etandlico das folhas de Athenaea velutina

_ MVSP E.S. R (MVSP R(E.S./
Localidades PF (9) um. (%)
(9) (9) IPF) (%) MVSP) (%)
Vicosa 5145,00 1035,00 95,68 20,12 79,88 9,24
Ouro Preto 7889,00 1935,00 252,33 24,53 75,47 13,04
Total 13034,00 2970,00 348,01 22,79 77,21 11,72

PF: planta fresca; MVSP: material vegetal seco pulverizado; E. S.: extrato seco; R: rendimento;

Um.: umidade

Para realizacdo de todas as analises abaixo e do estudo de toxicidade de A.

velutina, foi empregada a mistura resultante dos dois extratos.

5.1.3 Analise do EEFoAv por UHPLC-HRMS

O extrato EEFoAv foi analisado por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas de alta resolucdo para investigacdo da presenca dos 11
esteroides vitanolideos ja identificados anteriormente em A. velutina (ALMEIDA, 2019).
O cromatograma de ions extraidos referentes a esses 11 compostos € mostrado na

Figura 9.

Figura 9 - Cromatograma de ions extraidos obtido por UHPLC-HRMS
(modo positivo) para m/z 513, 531, 471, 573, 529, 545, 559, 511, 571, 555, 479
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Fonte: Compass 1.5.
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Os compostos vitanolideos encontrados em EEFoAv, de forma majoritaria, estdo

indicados na Tabela 4 e suas estruturas estao na Figura 10.

Tabela 4 - Identificacdo proposta dos vitanolideos majoritarios no EEFoAv por analise
de UHPLC-HRMS

tr [M+H]" ) Identificac&o
_ Fragmentacdes MS
(min) (m/z) proposta

23,3 531,2956 471,2757 [M+H-CHsCO.H]"; 453,2630 Vitanolideo A
[M+H-CH3CO,H-H,0]"; 435,2562 [M+H- acetilado
CH3CO0,H-2H,0]"; 417,2436 [M+H-
CH3CO0,H-3H,0]"; 399,2315 [M+H-
CH3COzH-4H,0]"

26,9 513,2865 453,2652 [M+H-CH3CO.H]"; 435,2534 Aurelianolideo B
[M+H-CH3CO,H-H,0]"; 417,2428 [M+H-
CH3CO0,H-2H,0]"; 399,2314 [M+H-
CH3CO0,H-3H,0]"

30,7 555,2969 4952739 [M+H-CH3CO.H]"; 435,2529 Vitanolideo
[M+H-2CH3CO2H]"; 417,2422 [M+H- diacetilado
2CH3CO0,H-H,0]"; 399,2318 [M+H-
2CH3CO0,H-2H,0]"

34,4  479,2795 419,2582 [M+H-CHsCO.H]"; 401,2478 Derivado
[M+H-CH3CO0,H-H,0]"; 291,1746 vitanolideo

Legenda: tz. tempo de retencéo; [M+H]": moléculas protonadas; MS’: fragmentacées de segunda ordem;

CH3CO2H: acetato de etila; H,0: agua.
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Figura 10 - Vitanolideos identificados no extrato etandlico de Athenaea velutina

Vitanolideo A acetilado Aurelianolideo B

Vitanolideo diacetilado

Fonte: Adaptado de Almeida, 2019.

5.1.4 Andlise de minerais do material vegetal de Ouro Preto e do EEFoAvV

Na Tabela 5 encontram-se os resultados da analise de minerais do material
vegetal de Ouro Preto e do EEFoAVv.
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Tabela 5 - Analise de minerais do material vegetal de Ouro Preto e do extrato etandlico

das folhas de Athenaea velutina

Classificacao

Teor

dos minerais Minerais Material vegetal EEFoAv (Vicosa e
de Ouro Preto Ouro Preto)

P (dag/kg) 0,17 0,04
% K (dag/kg) 2,05 1,80
= Ca (dag/kg) 1,12 0,01
£ Mg (dag/kg) 0,66 0,11
§ S (dag/kg) 0,64 0,58

N (dag/kg) 1,31 4,47
" Cu (mg/kg) 39,89 20,08
° Fe (mglkg) 683,75 12,95
£ Zn (mg/kg) 25,92 18,89
2 Mn (mg/kg) 179,57 3,94
= B (mg/kg) 47,45 6,68

5.1.5 Determinacgéo de lipideos do EEFoAv pelo método de Soxhlet

O teor de lipideos totais encontrado no EEFoAv foi de 31,05 + 3,09%.

5.2 Ensaios in vivo

5.2.1 Estudo de toxicidade aguda

No presente estudo de toxicidade aguda utilizaram-se 10 fémeas, os resultados

revelaram que a dose de 1000 mg/kg de peso corporal do EEFOAv ndo causou morte e

nem sinais clinicos evidentes de toxicidade (incluindo parametros comportamentais) nas

5 fémeas tratadas. Durante o periodo de observacdo, as ratas expostas nédo

apresentaram alteracbes nos parametros fisiologicos (variagdo de peso corporal e

consumo de agua e ragao), quando comparadas ao grupo que recebeu PBS acrescido
de 1% de DMSO (controle) (TABELA 6).
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Tabela 6 - Parametros fisiologicos das ratas para os respectivos tratamentos do estudo

de toxicidade aguda

Parametros fisioldgicos Controle 1000 mg/kg pc

Peso inicial (9) 236,40 £+ 18,96 a 238,80 + 13,68 a

Peso final () 247,40 £ 26,75a 253,40+12/58 a

Variacdo de peso (Q) 11,00 £ 7,97 a 14,60 £5,13 a
Consumo de agua (ml/dia) 36,41+2,85a 39,02+12,59 a
Consumo de racéo (g/dia) 20,22 +£2,13a 18,87 £ 1,67 a

Valores expressos como média + DP.
As médias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo

teste F.

Além disso, nenhuma anormalidade foi encontrada nos 6rgdos apés a necropsia,
nao havendo diferencas significativas em relacdo ao peso absoluto e ao peso relativo
dos 6rgaos (TABELA 7).

Tabela 7 - Peso dos 6rgéos (g) e peso relativo dos 6rgéos (g/100 g de peso corporal)
das ratas para 0s respectivos tratamentos do estudo de toxicidade aguda

Orgéos Controle 1000 mg/kg pc
Figado (g) 8,23+0,89a 8,28+0/55a
Figado (g/100 g) 3,33+£0,08a 3,27+0,14a
Rim direito (g) 1,01+0,16a 0,99+0,06a
Rim direito (g/100g) 0,41+0,03a 0,39+0,04a
Baco (9) 0,70+0,05a 0,68+ 0,06 a
Baco (g/100 g) 0,28+0,01a 0,27+0,02a
Coracao (g) 0,86 +0,10a 0,83+0,03a
Coracao (g/100 g) 0,35+0,02a 0,33+0,02a

Valores expressos como média + DP.

As médias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo

teste F.

Os protocolos (ANVISA, 2013; OECD, 2001b, 2001c e 2008a) nao fazem

recomendacdes de analises hematoldgicas, bioquimicas e histopatolégicas nos animais

do estudo de toxicidade aguda. Porém, optou-se por realizar essas analises, a fim de
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obter mais informacdes do efeito do EEFoAv, quando administrado em dose Unica. Nao

houve nenhuma alteracéo significativa nos parametros hematolégicos (TABELA 8).

Tabela 8 - Parametros hematoldgicos das ratas para os respectivos tratamentos do

estudo de toxicidade aguda

Parametros hematolégicos Controle 1000 mg/kg pc
Leucécitos (x10%/ul) 5,98+ 2,47 a 518+ 0,95a
Neutrofilos (%) 27,60 £ 3,65 a 26,00 £ 6,86 a
Neutroéfilos (x103/pl) 1,69+0,83a 1,37+045a
Linfocitos (%) 69,00 £ 3,54 a 71,20+6,42 a
Linfécitos (x103/pl) 408+149a 3,67 £ 0,66 a
Monaocitos (%) 2,60+ 1,34 a 1,80+0,45a
Monécitos (x103/pl) 0,17+x0,14 a 0,09+0,03a
Eosindfilos (%) 0,40+ 0,55 a 1,00£0,71 a
Eosinodfilos (x10%/ul) 0,02+0,03a 0,05+0,04 a
Basofilos (%) 0,40+ 0,55 a 0,00 £ 0,00 a
Basofilos (x103/pul) 0,03+ 0,05a 0,00 £ 0,00 a
Hemacias (x10%/pl) 7,60+0,20 a 7,33+£0,44 a
Hemoglobina (g/dl) 13,24 £ 0,45 a 12,86 £ 0,64 a
Hematdcrito (%) 39,44 +£0,94 a 37,80+2,17 a
VCM (fl) 52,00+ 1,41 a 51,60+ 1,52 a
HCM (pg) 17,46 £ 0,77 a 17,56 £ 0,48 a
CHCM (g/dl) 33,58 £ 0,67 a 34,00+£0,25 a
RDW (%) 14,22 + 0,26 a 14,32 £0,28 a

Plaquetas (x103%/ul) 846,6 + 85,97 a 871,20+5540a

Valores expressos como média + DP.
As médias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo

teste F.

Quanto aos parametros bioquimicos, a administragdo oral aguda do EEFoAv nédo
causou alteracdes significativas na maioria dos parametros, séo eles: glicemia de jejum,
colesterol total, colesterol LDL, colesterol HDL, triglicerideos, aspartato
aminotransferase (AST), gama glutamiltransferase (gama GT), fosfatase alcalina, acido
arico, ureia, creatinina, creatina quinase isoenzima MB (CK-MB), lactato desidrogenase
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(LDH), proteinas séricas, albumina, ferro, ferritina, capacidade ligadora de ferro, fosforo,
sédio e potassio. Houve reducdo estatisticamente significativa apenas nhas
concentragdes de bilirrubina e de ALT e aumento significativo na concentracéo de calcio
(TABELA 9).

Tabela 9 - Parametros bioquimicos das ratas para os respectivos tratamentos do

estudo de toxicidade aguda

Parametros bioquimicos Controle 1000 mg/kg pc

Glicemia de jejum (mg/dl) 172,00 £ 40,07 a 171,00 £ 19,42 a

Colesterol total (mg/dl)
Colesterol LDL (mg/dl)
Colesterol HDL (mg/dl)
Triglicerideos (mg/dl)
Bilirrubina total (mg/dl)
ALT (U/L)

AST (U/L)

Gama GT (U/L)
Fosfatase alcalina (U/L)
Acido arico (mg/dl)
Ureia (mg/dl)
Creatinina (mg/dl)
CK-MB (U/L)

LDH (U/L)

Proteinas Séricas (g/dl)
Albumina (g/dl)

Ferro (mg/dl)

Ferritina (mcg/dl)

Capacidade ligadora de ferro (mcg/ml)

Célcio (mg/dl)
Fosforo (mg/dl)
Saédio (mEq/L)
Potassio (mEq/L)

67,60 +10,09 a
23,12+ 11,38 a
26,40+ 241 a
90,40 + 38,92 a
0,18+ 0,04 a
83,20+ 15,19 a
144,00 + 25,36 a
12,80+ 0,84 a
87,40 £ 27,13 a
1,34+0,17 a
48,20 + 4,66 a
0,46 £ 0,04 a
390,80 + 87,06 a
810,80 = 274,3 a
5,86 +0,21 a
2,94 +0,09 a
242,90 + 20,30 a
111,56 + 64,24 a
280,40 + 38,26 a
10,34+0,49b
7,60+0,35a
153,00 £ 2,74 a
530+0,48 a

74,60 +£ 10,31 a
29,44+ 7,46 a
26,80+ 1,64 a
91,80 + 23,83 a
0,10+0,00b
63,80 +4,02b
129,20 + 26,53 a
12,80+ 1,64 a
102,20 + 29,64 a
1,48 £ 0,36 a
43,40+ 4,72 a
0,43+0,03 a
307,20 + 121,32 a
564,80 + 303,25 a
6,00 £0,21 a
2,98+0,04 a
275,3+48,90 a
124,26 + 33,11 a
258,40 £ 54,34 a
11,26 £+ 0,57 a
8,32+0,72 a
152,20 £ 4,09 a
5,78+ 0,50 a

Valores expressos como média + DP.
As médias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo

teste F.
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5.2.2 Estudo de toxicidade de doses repetidas

No estudo de toxicidade de doses repetidas utilizaram-se 10 animais por grupo,
sendo 5 de cada sexo. Os resultados revelaram que nenhuma das 3 doses testadas
(2000 mg/kg pc, 500 mg/kg pc e 250 mg/kg pc do EEFoAvV) causou morte e nem sinais
clinicos evidentes de toxicidade (incluindo parametros comportamentais) nos animais
tratados.

Nao foram verificadas alterac6es nos parametros fisiologicos (variagdo de peso
corporal e consumo de agua e racdo) dos animais que receberam o EEFOAv, no
periodo de administracéo (28 dias) (TABELA 10).

Tabela 10 - Parametros fisiol6gicos dos ratos para os respectivos tratamentos (grupos 1
a 4) do estudo de toxicidade de doses repetidas

Parametros
L Controle 250 mg/kg pc 500 mg/kg pc 1000 mg/kg pc
fisiologicos

Peso inicial (g) 253,80 +47,9 a 254,20 + 45,20 a 255,60 + 53,98 a 249,70 + 46,42 a

Peso final (g) 286,80 + 67,39 a 289,30 + 55,23 a 280,30 + 56,79 a 281,10 + 60,92 a

Variacéo de

peso (9)
Consumo de

33,0+29,82a 3510+16,13a 24,70+10,13a 31,40+17,26a

] _ 37,69+468a 37,37+x7,07a 3752+468a 36,78+575a
agua (ml/dia)

Consumo de
. 21,26 +294a 20,33+2,79a 20,30+2,30a 19,94+3,86a
racao (g/dia)

Valores expressos como média + DP.
As médias seguidas da mesma letra do controle ndo diferem dele ao nivel de 5% de probabilidade pelo

teste de Dunnett.

Também néo foram observadas altera¢des durante o periodo de observacgéo (14
dias) do grupo 6 (recovery: 1000 mg/kg pc do EEFoAv), quando comparado ao grupo 5
(controle recovery: PBS acrescido de 1% de DMSO) (TABELA 11).



Tabela 11 - Parametros fisioldgicos dos ratos para os respectivos tratamentos (grupos 5 e 6) do estudo de toxicidade de doses

repetidas

Parametros fisioldgicos Tratamento por 28 dias Observacao por 14 dias

Controle 1000 mg/kg pc Controle 1000 mg/kg pc

Peso inicial (g) 254,80 £ 52,11 a 259,90 + 53,15 a 282,70 + 60,05 a 285,60 + 59,37 a
Peso final (g) 285,10 £ 60,94 a 280,80 £ 56,89 a 296,80 + 62,20 a 302,00 + 64,83 a
Variacéo de peso (g) 30,30+17,04a 20,90+9,86a 14,10+x1823a 16,40+6,24a

Consumo de agua (ml/dia) 38,91+7,80a 38,16 +594a 3512+595a 36,29+5,37a
Consumo de racédo (g/dia) 21,20+3,86a 19,99+3,08a 2165+366a 22,29+3,72a

Valores expressos como média + DP.
As médias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

64
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Nenhuma anormalidade foi encontrada nos 6rgdos dos animais tratados com as
3 doses (1000 mg/kg pc, 500 mg/kg pc e 250 mg/kg pc) do EEFoAv apds a necropsia.
N&o houve diferencas significativas em relacdo ao peso absoluto e ao peso relativo dos
orgdos dos animais dos 3 grupos tratados, quando comparados ao grupo controle
(TABELA 12).

Tabela 12 - Peso dos 6rgéos (g) e peso relativo dos érgaos (g/100 g de peso
corporal) dos ratos para 0s respectivos tratamentos (grupos 1 a 4) do estudo de
toxicidade de doses repetidas

Orgéos Controle 250 mg/kg pc 500 mg/kg pc 1000 mg/kg pc
Figado (g) 9,14+197a 890+139a 965+166a 9,83+x167a
Figado (g/100 g) 3,22+0,39a 3,10+x021a 348+0,39a 358+0,67a
Rim direito (g) 1,26 £0,28a 1,15+x0,6a 1,28+0,22a 1,22+0,27a
Rim direito (g/100g) 0,44+0,08a 0,40+0,03a 0,46+0,05a 0,43+0,03a
Baco (g) 0,79+0,21a 0,71+0,07a 0,75+0,12a 0,75+0,14a
Baco (g/100 g) 0,28+0,06a 0,25+0,04a 0,27+003a 0,27+0,03a
Coracao (g) 1,06+0,22a 1,03+x0,17a 101+0,17a 1,00+x0,23a
Coracao (g/100 g) 0,37+0,07a 0,36+0,03a 0,37+£0,05a 0,36+0,03a

Valores expressos como média + DP.
As médias seguidas da mesma letra do controle ndo diferem dele ao nivel de 5% de probabilidade pelo

teste de Dunnett.

Também ndo houve diferencas significativas em relacdo ao peso relativo dos
orgaos dos animais do grupo recovery, quando comparado ao grupo controle recovery,
exceto para o peso relativo do figado das fémeas. A interacdo entre doses e sexos foi
significativa para a variavel peso relativo do figado. Apdos o desdobramento da
interacdo, verificou-se reducdo do peso relativo do figado das fémeas do grupo
recovery, quando comparado ao grupo controle recovery (TABELAS 13 E 14).
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Tabela 13 - Peso dos 0rgaos (g) e peso relativo dos 6rgaos (g/100 g de peso corporal)
dos ratos para o0s respectivos tratamentos (grupos 5 e 6) do estudo de toxicidade de

doses repetidas

Orgéos Controle 1000 mg/kg pc
Figado (g) 944+151a 921+19a
Figado (g/100 g) - -

Rim direito (g) 1,12+0,28a 1,14+0,21a
Rim direito (g/100g) 0,38+ 0,04a 0,38+0,02a
Baco (g) 0,74+0,14a 0,73x0,12a
Baco (g/100 g) 0,25+0,04a 0,25+0,03a
Coracao (g) 1,03+£0,18a 1,02+0,21a

Coracao (g/100 g) 0,35+0,03a 0,34+0,03a

Valores expressos como média + DP.
As médias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo
teste F.

-: interagdo entre doses e sexos.

Tabela 14 - Peso do figado relativo para as respectivas combinagdes de tratamentos

(grupos 5 e 6) e sexos do estudo de toxicidade de doses repetidas

Figado (g/100 g)

Doses .
Macho Fémea

0 299+0,15Ab 345+0,39 Aa
1000 3,06 +0,1J0Aa 3,05+0,09B a

Valores expressos como média + DP.
As médias seguidas de mesma letra mailscula na coluna e mindscula na linha ndo diferem entre si ao

nivel de 5% de probabilidade pelo teste F, para tratamento e sexo, respectivamente.

A administragcdo oral do EEFoAv, durante 28 dias, ndo causou alteragcbes
significativas na maioria dos parametros hematolégicos, sdo eles: contagem total de
leucdcitos, contagem diferencial (relativa e absoluta) de leucdcitos (neutroéfilos,
linfécitos, mondcitos, eosindfilos, basoéfilos), contagem de heméacias, hematdcrito,
indices hematimétricos (volume corpuscular médio - VCM, hemoglobina corpuscular

meédia - HCM e indice de amplitude de distribuicdo de hemacias - RDW) e contagem de
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plaquetas. No entanto, a dose de 250 mg/kg pc reduziu significativamente a

concentracdo de hemoglobina dos animais, quando comparada ao grupo controle

(TABELA 15).

Tabela 15 - Parametros hematoldgicos dos ratos para os respectivos tratamentos

(grupos 1 a 4) do estudo de toxicidade de doses repetidas

Parametros
) Controle 250 mg/kg pc 500 mg/kg pc 1000 mg/kg pc
hematoldgicos
Leucécitos (x10%/ul) 6,04+2,18a 6,51+184a 590+135a 6,09+x135a
Neutrofilos (%) 28,20+498a 2380+6,48a 2190+4,36a 28,00+10,11a
Neutrofilos (x103%/pl) 1,68+0,62a 1,58 + 0,66 a 1,30+ 0,40 a 1,66 + 0,67 a
Linfocitos (%) 68,50+593a 7350x7,74a 75,70+x450a 68,70+10,41a
Linfécitos (x103%/ul) 4,16 +153a 475+1,27 a 4,46 + 1,08 a 423 +1,37a
Monacitos (%) 240x135a 2,00+£1,89a 1,40+ 0,52 a 2,60x196a
Monécitos (x10%/ul) 0,14+0,11 a 0,14 +0,16 a 0,08 +0,02 a 0,15+0,11a
Eosindéfilos (%) 0,80+1,23a 040%+052a 080+092a 0,60+0,97a
Eosinodfilos (x103/pul) 0,05x0,09a 0,03+x0,04 a 0,05+ 0,06 a 0,04 £ 0,07 a
Baséfilos (%) 0,10x0,32a 0,30+x0,48a 0,20x042a 0,10+x0,32a
Basofilos (x103%/pl) 0,01+0,02a 0,02+0,03a 0,01+0,02a 0,01+0,02a
Hemacias (x10%/pl) 7,86 £0,78 a 7,74 £0,58 a 8,03+0,67 a 8,08 £ 0,46 a
Hemoglobina (g/dl) 14,15+124a 13,41+064b 14,03+083a 14,40%+0,73a
Hematocrito (%) 40,24 +391a 39,57+257a 40,75+3,37a 41,33+2,69a
VCM (fl) 51,40+1,07a 51,20+1,48a 5090+1,20a 46,60+ 14,75a
HCM (pg) 18,01+0,71a 17,36+0,74a 17,52+08la 17,87+0,69a
CHCM (g/dl) - - - -
RDW (%) 1449+042a 1450x048a 1485x064a 1454+0,61a
Plaquetas (x10%/) 957,20 915,10 £ 932,40 929,20 £
206,03 a 110,30 a 170,50 a 193,05 a

Valores expressos como média = DP.

As médias seguidas da mesma letra do controle ndo diferem dele ao nivel de 5% de probabilidade pelo

teste de Dunnett.

-: interacdo entre doses e sexos.

A interacdo entre doses e sexos foi significativa para a variavel concentracéo de

hemoglobina corpuscular média (CHCM). Apds o desdobramento da interagéo,
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verificou-se reducdo na CHCM no grupo de machos tratados com a dose de 250 mg/kg

pc, quando comparada ao grupo controle (TABELAS 15 e 16).

Tabela 16 - CHCM para as respectivas combinacdes de tratamentos (grupos 1 a 4) e

sexos do estudo de toxicidade de doses repetidas

CHCM (g/dl)
Doses
Macho Fémea
0 34,74+0,87Aa 3552+1,06Aa

250 33,42+0,66 Ba 34,36 +0,40Aa
500 33,58+1,00Ab 3530+0,62Aa
1000 35,08+0,66 Aa 34,64+1,02Aa

Valores expressos como média + DP.

As médias seguidas da mesma letra mailscula do controle na coluna néo diferem dele ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Dunnett, para tratamento.
As médias seguidas de mesma letra minldscula na linha ndo diferem entre si ao nivel de 5% de

probabilidade pelo teste F, para sexo.

Os seguintes parametros hematolégicos ndo sofreram  alteracbes
estatisticamente significativas durante o periodo de observacdo dos animais do grupo
recovery (14 dias), quando comparado ao grupo controle recovery: contagem total de
leucécitos, contagem diferencial relativa de leucocitos (mondcitos, eosindfilos,
baséfilos), contagem diferencial absoluta de leucocitos (neutrofilos, linfécitos,
monacitos, eosinodfilos, basofilos), hematdcrito, indices hematimétricos (VCM, HCM e
CHCM) e contagem de plaguetas (TABELAS 17 e 19).

Porém, houve aumento estatisticamente significativo no indice de amplitude de
distribuicdo de hemécias (RDW) dos animais do grupo recovery, quando comparado ao
grupo controle recovery (TABELA 17).
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Tabela 17 - Parametros hematoldgicos dos ratos para os respectivos tratamentos

(grupos 5 e 6) do estudo de toxicidade de doses repetidas

Parametros hematoldgicos Controle 1000 mg/kg pc
Leucocitos (x103%/pl) 557+1,27a 514+ 1,67 a
Neutréfilos (%) - -
Neutrofilos (x103%/ul) 1,39+0,44 a 1,13+ 0,46 a
Linfécitos (%) - -
Linfécitos (x103/ul) 4,01+0,97 a 3,86 +1,37 a
Monécitos (%) 2,10+152a 220+18la
Monacitos (x103%/ul) 0,11 +0,07 a 0,11+0,10a
Eosinofilos (%) 0,90+ 0,99 a 0,80+1,23a
Eosinéfilos (x10%/pl) 0,05+ 0,06 a 0,03+0,05a
Basofilos (%) 0,20+0,42 a 0,10+0,32 a
Basofilos (x103/ul) 0,01 +£0,02 a 0,00+0,01 a
Hemacias (x10%/pl) - -
Hemoglobina (g/dl) - -
Hematocrito (%) - -

VCM (fl) 51,50+2,12 a 49,90+ 2,02 a
HCM (pg) 16,57 £ 0,55 a 16,34 £ 0,53 a
CHCM (g/dl) 32,26 +0,81 a 32,73+0,60 a
RDW (%) 14,71+0,50 b 15,15+ 0,62 a

Plaquetas (x10%/ul) 1037,60 + 208,81 a 969,00 + 121,58 a

Valores expressos como média + DP.
As médias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo
teste F.

-> interag&o entre doses e sexos.

A interacdo entre doses e sexos foi significativa para as variaveis neutrofilos (%),
linfocitos (%), hemacias, hemoglobina e hematocrito. Apdés o desdobramento da
interacdo, verificou-se reducado significativa da porcentagem de neutrofilos e aumento
significativo da porcentagem de linfocitos nas fémeas, aumento significativo nas
concentragfes de hemacias e hemoglobina dos machos e reducdo significativa na

concentracdo de hemoglobina das fémeas, quando comparado ao grupo controle.
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Quanto a porcentagem de hematocrito, apos o desdobramento da interacao, verificou-
se que nao houve efeito do tratamento (TABELAS 17, 18 e 19).

Tabela 18 - Neutrdfilos (%) e linfocitos (%) para as respectivas combinacdes de

tratamentos (grupos 5 e 6) e sexos do estudo de toxicidade de doses repetidas

Neutrofilos (%) Linfocitos (%)
Doses
Macho Fémea Macho Fémea
0 23,00+292Aa 2700+758Aa 7360+x251Aa 7000+6,82Ba

1000 26,20+ 2,17Aa 18,00+x4,74Bb 70,80+3,27Ab 7880+6,91Aa

Valores expressos como média + DP.

As médias seguidas de mesma letra mailscula na coluna e mindscula na linha ndo diferem entre si ao

nivel de 5% de probabilidade pelo teste F, para tratamento e sexo, respectivamente.
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Tabela 19 - Heméacias, hemoglobina e hematdcrito para as respectivas combinagdes de tratamentos (grupos 5 e 6) e sexos do estudo

de toxicidade de doses repetidas

5 Hemacias (x10%pl) Hemoglobina (g/dl) Hematoécrito (%)
oses
Macho Fémea Macho Fémea Macho Fémea
0 791+033Ba 8,04+022Aa 1294+0,19Bb 1348+060Aa 40,00+085Aa 4182+2,78Aa

1000 8,40+046Aa 7,83+032ADb 1358+044Aa 1292+0,18Bb 41,06+145Aa 39,66+032Aa

Valores expressos como média + DP.
As médias seguidas de mesma letra maitscula na coluna e mindscula na linha néo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F, para tratamento

e sexo, respectivamente.
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Em relacdo aos parametros bioquimicos, durante todo o periodo de 28 dias de
tratamento, a administracdo oral do EEFoAv ndo causou alteragbes significativas nas
concentragfes de triglicerideos, bilirrubina total, alanina aminotransferase (ALT), gama
glutamiltransferase (gama GT), fosfatase alcalina, acido u(rico, ureia, creatinina,
proteinas séricas, albumina, ferritina, capacidade ligadora de ferro, calcio e fésforo
(TABELA 20).

Porém, houve aumento estatisticamente significativo nas concentragdes de
glicemia de jejum dos animais, quando administrada a dose de 500 mg/kg pc; de
colesterol total nos animais que receberam as 3 doses testadas; de colesterol LDL nos
animais dos grupos que receberam 250 e 1000 mg/kg pc; de colesterol HDL nos
animais que receberam 500 e 1000 mg/kg pc; e de sbédio nos animais do grupo que
recebeu 250 mg/kg pc. A dose de 500 mg/kg pc reduziu significativamente as
concentragcfes de sbédio e potdssio nos animais, quando comparada ao grupo controle
(TABELA 20).
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Tabela 20 - Parametros bioquimicos dos ratos para os respectivos tratamentos (grupos

1 a 4) do estudo de toxicidade de doses repetidas

Parametros bioquimicos

Controle 250 mg/kg pc 500 mg/kg pc 1000 mg/kg pc

Glicemia de jejum (mg/dl)
Colesterol total (mg/dl)
Colesterol LDL (mg/dl)
Colesterol HDL (mg/dl)
Triglicerideos (mg/dl)
Bilirrubina total (mg/dl)
ALT (U/L)

AST (U/L)

Gama GT (U/L)
Fosfatase alcalina (U/L)
Acido arico (mg/dl)
Ureia (mg/dl)
Creatinina (mg/dl)
CK-MB (U/L)

LDH (U/L)

Proteinas Séricas (g/dl)
Albumina (g/dl)

Ferro (mg/dl)

Ferritina (mcg/dl)
Capacidade ligadora de
Ferro (mcg/ml)

Calcio (mg/dl)

Fésforo (mg/dl)

Sédio (mEq/L)

Potassio (mEq/L)

186,10 +49,95b 191,50+28,94b 241,20+49,27a 173,60+53,84b
69,70+ 17,58b 86,00+10,53a 89,10+14,79a 95,80+16,47 a
27,82+19,44b 42,70+9,95a 41,76 +14,68b 48,52+ 13,13 a
26,70+ 2,67 b 28,80+£2,10b 32,10+3,45a 33,30+4,83a
7590+31,99a 7250+2698a 76,20+51,70a 69,90+ 44,32 a
0,14+ 0,05 a 0,17+ 0,05 a 0,13+0,05a 0,13+0,05a
73,70+15,80a 60,90+ 15,00 a 61,70+ 8,07 a 59,40+ 12,35a
920+ 4,47 a 10,30+ 2,98 a 10,10+ 2,81 a 7,60+3,10 a
118,10 £ 49,73 a 142,30+50,79a 150,20 +46,63a 144,10+ 46,46 a
159+0,36 a 1,31+0,40 a 150+0/47a 1,77+£192 a
54,50 + 9,65 a 46,50 + 3,69 a 47,60 £ 6,93 a 51,10+ 7,53 a
0,51 +0,08 a 0,46 + 0,05 a 0,45+0,03 a 0,49+0,15a

6,34+0,37a 6,15+ 0,26 a 6,25+ 0,30 a 6,24+ 0,20 a
295+0,24a 293+0,13a 295+0,13 a 295+0,12a

94,22 +62,25a 76,46+42,84a 7435+52,71a 52,37+31,85a

297,48 £ 65,43 a 278,00+54,81a 281,50+43,53a 289,20+68,69a
10,35+ 0,59 a 10,26 + 0,34 a 10,68 + 0,45 a 10,59 + 0,62 a
8,85+1,33a 7,72+0,69 a 799+102a 894+189a

144,88 +3,35b 169,60+532a 139,70x4,40c 148,60x2,63Db

6,58+0,92a 6,91+0,75a 554+0,72b 6,46 £ 0,33 a

Valores expressos como média + DP.

As médias seguidas da mesma letra do controle ndo diferem dele ao nivel de 5% de probabilidade pelo

teste de Dunnett, para tratamento.

-> interagdo entre doses e sexos.

A interacdo entre doses e sexos foi significativa para as varidveis AST, CK-MB,

LDH e ferro. Apos o desdobramento da interacao, verificou-se reducéo significativa nas
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concentracfes das enzimas AST, CK-MB e LDH nas fémeas em todas as doses
testadas e aumento significativo na concentracdo de ferro nos machos tratados com a

dose de 500 mg/kg pc, quando comparados ao grupo controle (TABELAS 20, 21 e 22).
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Tabela 21 - AST e CK-MB para as respectivas combinacdes de tratamentos (grupos 1 a 4) e sexos do estudo de toxicidade de doses

repetidas
AST (U/L) CK-MB (U/L)
Doses
Macho Macho Fémea
0 151,20+ 18,43 Ab 188,80+ 18,10 A a 385,60+ 113,61 Ab 527,80 + 176,56 A a
250 138,60 £ 5,94 A a 107,80+ 14,02B Db 360,20+ 110,81 Aa 212,80+97,27Bb
500 145,80+ 17,18 Aa 142,20 + 28,07 B a 420,00 + 15,25 A a 297,20+ 55,75 B a
1000 144,80 + 20,38 A a 153,80 + 15,27 B a 459,20+ 132,92 A a 246,00 £ 98,56 B b

Valores expressos como média + DP.

As médias seguidas da mesma letra mailscula do controle na coluna ndo diferem dele ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Dunnett, para tratamento.

As médias seguidas de mesma letra minUscula na linha néo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F, para sexo.

Tabela 22 - LDH e ferro para as respectivas combinac¢des de tratamentos (grupos 1 a 4) e sexos do estudo de toxicidade de doses

repetidas
LDH (U/L) FERRO (mg/dl)
Doses
Macho Macho Fémea
0 808,60 + 319,35 A b 1370,60 + 596,50 A a 157,52 +27,81Bb 291,06 + 49,56 A a
250 798,40+ 317,56 A a 429,00 + 223,60 B a 161,78 £+ 10,26 B b 241,50 + 30,54 A a
500 897,20+ 72,33 Aa 502,60+ 129,50 B a 22454 + 46,07 A a 254,76 £ 53,17 A a
1000 796,40 + 366,53 A a 520,00 + 164,87 B a 169,78 £+ 24,65B Db 266,14 + 36,57 A a

Valores expressos como média = DP.

As médias seguidas da mesma letra mailscula do controle na coluna ndo diferem dele ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Dunnett, para tratamento.

As médias seguidas de mesma letra minUscula na linha nédo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F, para sexo.
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Durante o periodo de observagdo dos animais do grupo recovery (14 dias), a
grande maioria dos parametros hematologicos nédo sofreu alteracdes estatisticamente
significativas, quando comparado ao grupo controle recovery, séo eles: colesterol total,
colesterol LDL, colesterol HDL, triglicerideos, bilirrubina total, ALT, AST, fosfatase
alcalina, ureia, creatinina, creatina quinase isoenzima MB (CK-MB), lactato
desidrogenase (LDH), proteinas séricas, albumina, ferro, ferritina, capacidade ligadora
de ferro, calcio, fosforo e potassio (TABELAS 23 e 24).

No entanto, houve reducdo estatisticamente significativa na concentragdo de

sédio do grupo recovery, quando comparado ao grupo controle recovery (TABELA 23).



5 e 6) do estudo de toxicidade de doses repetidas

Parametros bioquimicos

Controle

1000 mg/kg pc

Glicemia de jejum (mg/dl)

Colesterol total (mg/dl)
Colesterol LDL (mg/dl)
Colesterol HDL (mg/dl)
Triglicerideos (mg/dl)
Bilirrubina total (mg/dl)
ALT (U/L)

AST (U/L)

Fosfatase alcalina (U/L)
Acido drico (mg/dl)
Ureia (mg/dl)
Creatinina (mg/dl)
CK-MB (U/L)

LDH (U/L)

Proteinas Séricas (g/dl)
Albumina (g/dl)

Ferro (mg/dl)

Ferritina (mcg/dl)

Capacidade ligadora de Ferro

(mcg/ml)
Célcio (mg/dl)
Fosforo (mg/dl)

Saédio (mEg/L)

Potassio (mEqg/L)

91,40+10,41 a
43,20 + 8,97 a
32,00 +4,69 a
81,00 + 20,85 a
0,09+0,06 a
66,90 + 11,52 a
148,50 £ 45,01 a
96,00 + 31,72 a

61,50 +5,76 a
368,50 + 135,46 a
730,70 + 335,22 a

6,15+ 0,27 a

281+0,14 a
195,93+ 73,52 a

98,90 + 85,07 a

269,60 + 79,72 a
10,16 + 0,54 a
7,86+121a

152,30 £ 5,48 a

6,91+192a

91,98 + 16,18 a
40,34 + 17,12 a
34,90 + 6,90 a
92,30 + 30,47a
0,10+ 0,00 a
72,10+17,11 a
161,30 £ 55,55 a
91,90 + 34,91 a

66,75+9,40 a
437,95+ 201,01 a
951,30 £ 591,38 a

6,46 £+ 0,53 a

2,81+0,20a

180,63 + 57,28 a
120,29 + 65,83 a

295,00 + 64,87 a
10,42 + 0,68 a
8,75+ 1,61 a

146,30 + 3,53 b

6,43+1,11a
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Tabela 23 - Parametros bioquimicos dos ratos para os respectivos tratamentos (grupos

Valores expressos como média + DP.
As médias seguidas de mesma letra na linha nao diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo
teste F.

-> interagdo entre doses e sexos.
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A interacdo entre doses e sexos foi significativa para as variaveis glicemia de
jejum, &cido Urico e creatinina. Apos o desdobramento da interagcdo, verificou-se que
houve aumento significativo nas concentracdes de glicemia de jejum e acido Urico dos
machos do grupo recovery, quando comparado ao grupo controle recovery. Quanto a
creatinina, o desdobramento revelou que ndo houve efeito do tratamento (TABELAS 23
e 24).

As tabelas dos resumos das andlises de variancia de todas as variaveis do

estudo de toxicidade de doses repetidas estdo expostas no Apéndice A.
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Tabela 24 - Glicemia de jejum, acido Urico e creatinina para as respectivas combinacdes de tratamentos (grupos 5 e 6) e sexos do

estudo de toxicidade de doses repetidas

5 Glicemia de jejum (mg/dl) Acido urico (mg/dl) Creatinina (mg/dl)
oses
Macho Fémea Macho Fémea Macho Fémea
0 178,80+ 27,96 Ba 173,80 +58,14Aa 0,42+0,04Ba 1,18+ 1,20Aa 080+0,06 Aa 0,82+0,05Aa

1000 238,80 +33,25Aa 148,20+ 19,79Ab 152+1,07Aa 0,66+0,21Aa 085+0,04Aa 0,76+0,05ADb

Valores expressos como média + DP.
As médias seguidas de mesma letra maitscula na coluna e mintscula na linha néo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F, para tratamento

e sexo, respectivamente.
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5.2.3 Andlises histopatologicas

O figado dos animais controle e dos animais tratados com diferentes doses do
EEFoAv, tanto de forma aguda quanto crbnica, apresentou arquitetura tecidual
normal, composta por corddes de hepatodcitos divididos em l6bulos e entremeados
por capilares sinusoides, com a veia centro lobular preservada. Os hepatécitos
apresentaram citoplasma aciddéfilo e nacleo basofilico, podendo esse tipo celular
apresentar um ou dois nucleos. Os animais que foram mantidos vivos por 14 dias
apos o tratamento com o extrato, também apresentaram histologia hepatica

semelhante ao do figado dos animais do seu respectivo grupo controle.
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6 DISCUSSAO

As folhas frescas das plantas apresentam teor de umidade entre 60 a 98%
(SOARES; FARIAS, 2017). No presente trabalho, apdés a secagem das folhas
frescas de A. velutina verificou-se perda de 77,21% de umidade (TABELA 3).

O teor de umidade € um parametro importante para a manutencdo da
qualidade do IFAV, pois 0 excesso de agua favorece o crescimento microbiano, o
aparecimento de fungos ou insetos e proporciona a deterioracdo do material seguida
por hidrélise. A secagem e estabilizacdo apropriadas do IFAV sdo fundamentais
para que a umidade residual ndo comprometa suas propriedades quimicas e/ou
fisico-quimicas (SOARES; FARIAS, 2017).

A similaridade qualitativa has composicfes quimicas dos extratos produzidos
de amostras de A. velutina acessadas em Vicosa e Ouro Preto foi confirmada pela
andlise por HPLC-DAD (FIGURAS 8A e B). Porém, foi observado que existe
variacdo quantitativa entre os componentes desses dois extratos.

Goobo-Neto e Lopes (2007) afirmam que a composicdo quimica de uma
mesma espécie vegetal € passivel de importantes variacdes qualitativas e
quantitativas, resultantes tanto de fatores enddgenos, como o0 estagio de
desenvolvimento, quanto de fatores exdgenos, como interferéncias edafoclimaticas,
sazonalidade e pragas.

Almeida (2019) analisou a fragdo enriquecida em esteroides vitanolideos,
oriunda das folhas de A. velutina da Mata do Paraiso, Vicosa-MG, nhomeada FAv_5,
empregando técnica de LC-DAD-ESI-MS". Foram identificados 11 compostos
vitanolideos, no EEFoAv avaliado no presente trabalho, 4 desses compostos
(TABELA 4) mostraram-se majoritarios, havendo uma maior concentracdo de
Aurelianolideo B.

O cromatograma obtido por UHPLC-HRMS (FIGURA 9) em modo positivo (ion
extraido) de EEFoAv indicou a presenca dos 11 esteroides vitanolideos
pesquisados, porém 4 desses (m/z 531,2956; m/z 513,2865; m/z 555,2969; m/z
479,2795) apresentaram-se de forma majoritaria, nos tempos de retencdo de 23,3
min; 26,9 min; 30,7 min; 34,4 min; respectivamente. Os demais vitanolideos,
anteriormente identificados por Almeida (2019) para a FAv_5, no extrato EEFOAv
foram identificados em pequenas quantidades. O padrdo de fragmentacdo de

vitanolideos é estabelecido por sucessivas perdas de moléculas de agua e
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subsequente clivagem do grupo lactona. J4 a perda de um fragmento de 60 Da
refere-se ao grupo acetato de etila ((M+H-C,H402]") (MUSHARRAF et al., 2010).

Os estudos de toxicidade realizados para o extrato de A. velutina seguiram as
recomendacdes para registro de medicamentos fitoterapicos no Brasil (ANVISA,
2013), uma vez que 0 mesmo apresenta potencial terapéutico.

De acordo com a ANVISA (2013), estudos para a determinacdo de DL50
(dose letal 50% - dose que mata 50% dos animais) para registro de fitoterapicos néo
sdo necessarios. Dessa forma, métodos alternativos para a estimativa da dose letal
envolvendo um menor numero de animais podem ser utilizados, tais como 0s
preconizados nos guias da OECD.

Os guias da OECD 420, 423 e 425 (OECD, 2001c, 2001b e 2008a)
preconizam a realizacdo da avaliagdo de toxicidade aguda empregando animal de
um unico sexo, a fim de reduzir a variabilidade e como um meio de minimizar o
namero de animais utilizados. Normalmente, as fémeas sédo usadas (OECD, 2001a).
Isso ocorre porque pesquisas na literatura sobre testes de DL50 convencionais
mostram que, geralmente, ha pouca diferenca na sensibilidade entre os sexos, mas,
nos casos em que foram observadas diferencas, as fémeas mostraram maior
sensibilidade. As fémeas tém uma capacidade de desintoxicacdo menor do que 0s
machos, conforme medido pela atividade especifica das enzimas das fases | e Il.
(LIPNICK et al., 1995).

Atualmente, o uso de machos em testes experimentais em animais excede
claramente o de fémeas e, portanto, a preferéncia por fémeas nos testes de
toxicidade aguda pode resultar em um melhor equilibrio geral do uso de ambos os
sexos (OECD, 2001a).

Ocasionalmente, os resultados dos testes subsequentes, por exemplo, um
teste subcrbnico, podem levantar preocupacfes de que 0 sexo mais sensivel ndo
tenha sido usado. Nesses casos, e somente quando houver suspeita de diferencas
consideraveis entre 0s sexos, pode ser necessario realizar outro estudo completo de
toxicidade oral aguda no segundo sexo (OECD, 2001a).

A toxicidade sistémica pode ser identificada através da diminuicdo do peso
corporal dos animais, por reducdo nos consumos de agua e racdo, alteracbes de
comportamento, como apatia e a presenca de pelos ericados. Outros sinais de
toxicidade podem se expressar pela alteracdo da massa relativa dos oOrgaos e

alteracdes hematoldgicas e bioquimicas sanguineas (CUNHA et al., 2009).
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No presente estudo de toxicidade aguda, os resultados revelaram que a dose
de 1000 mg/kg de peso corporal do EEFoOAv ndo causou: morte, sinais clinicos
evidentes de toxicidade (incluindo parametros comportamentais), nem alteracoes
nos parametros fisioldgicos (variacdo de peso corporal e consumo de agua e racao)
durante o periodo de observagédo (TABELA 6). Anormalidade nos 6rgaos, diferengas
significativas em relagdo ao peso absoluto e ao peso relativo dos Orgdos e
alteracdes significativas nos parametros hematoldgicos nas fémeas tratadas
(TABELAS 7 e 8), também nédo foram observados, evidenciando assim, a nao
toxicidade do EEFoAV para ratos Wistar.

Para uma avaliacdo toxicolégica minuciosa de xenobibticos, dados de
bioquimica clinica sdo essenciais, pois permitem determinar a ocorréncia de efeitos
téxicos em diferentes tecidos (OECD, 2008b).

Neste estudo de toxicidade aguda, a administracdo oral do EEFoAv néao
causou alteracdes significativas na maioria dos parametros bioquimicos, sao eles:
glicemia de jejum, colesterol total, colesterol LDL, colesterol HDL, triglicerideos,
aspartato aminotransferase (AST), gama glutamiltransferase (gama GT), fosfatase
alcalina, acido urico, ureia, creatinina, creatina quinase isoenzima MB (CK-MB),
lactato desidrogenase (LDH), proteinas séricas, albumina, ferro, ferritina, capacidade
ligadora de ferro, fosforo, sodio e potassio (TABELA 9).

No entanto, houve reducdo significativa nas concentracdes seéricas de
bilirrubina e alanina aminotransferase (ALT), quando comparadas ao grupo controle
(TABELA 9).

As aminotransferases (ALT e AST), a gama GT, a fosfatase alcalina e a
bilirrubina (direta, indireta e total) representam o hepatograma simples, para
pacientes sem histérico de doencas hepéticas. Sdo exames de rastreio para se
identificar alguma doenca oculta do figado e/ou das vias biliares e, no caso dos
ensaios de toxicidade, séo utilizados para acompanhar as funcdes hepaticas a fim
de se detectar alteracdes hepatoldgicas que podem significar hepatotoxicidade. ALT
e AST sdo enzimas presentes, principalmente nos hepatdcitos, sendo responsaveis
pela metabolizacdo das proteinas, tanto na sintese como na degradacdo de
aminoacidos (NELSON; COX, 2006). A ALT é encontrada em maior quantidade no
figado, sendo considerada especifica para esse 0rgdo, enquanto a AST é

encontrada no figado, coracédo e musculo esquelético (OZER et al., 2008).
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Elevadas quantidades das enzimas ALT, AST, gama GT, fosfatase alcalina e
da bilirrubina no soro s&o indicativos de lesdes nas membranas celulares dos
hepatocitos e dessa forma, também séo utilizados como marcadores de estresse
oxidativo (KHATRI; GARG; AGRAWAL, 2009). A bilirrubina total funciona como um
bom marcador de lesdo hepatobiliar aguda, principalmente quando associada a ALT
(DUFOUR et al., 2000).

No grupo tratado do presente estudo de toxicidade aguda, houve reducao de
44,4% na concentracdo de bilirrubina, quando comparado ao grupo controle. As
concentracOes aferidas, tanto no grupo tratado quanto no grupo controle (TABELA
9), encontravam-se dentro dos valores de referéncia proposto por Lima e
colaboradores (2014): 0,10 - 0,89 mg/dlI.

A concentracado de ALT no grupo controle foi de 83,20 U/L (TABELA 9). Esse
valor é superior aos valores de referéncia propostos por Lima e colaboradores
(2014): 32 - 63 U/L. O EEFo0AV foi capaz de reduzir a ALT para um valor proximo
dos valores considerados normais (63,80 U/L) (TABELA 9).

E fundamental determinar os valores de referéncia hematoldgicos e
bioquimicos para animais de diferentes biotérios de acordo com a espécie, a dieta, a
linhagem, o sexo e a idade (MELO et al., 2012). Porém na auséncia desses valores,
os dados de outros biotérios podem ser considerados, assim procederam Villas
Boas e colaboradores (2018), Carraschi e colaboradores (2003) e Moreira e
colaboradores (2017).

Embora a ALT seja um dos principais marcadores de toxicidade hepatica,
apenas 0 seu aumento € indicativo de tal disfuncdo. A detec¢cdo de uma menor
expressdo dessa enzima nao se torna preocupante como sinal de dano hepatico
(SOUZA, 2017).

Essa reducdo nas concentracbes séricas de bilirrubina e de ALT,
provavelmente, pode ser devida ao efeito hepatoprotetor dos vitanolideos.

Wang e colaboradores (2018) isolaram 11 vitanolideos de Nicandra
physaloides (Solanaceae). Dentre eles, o vitanolideo 11 (Nic-2 - 17B-
hidroxiesteroide) (FIGURA 11) mostrou protecdo mais potente contra o dano
oxidativo induzido por peréxido de hidrogénio (H.O,) em células hepaticas LO2. Nic-
2 é um vitanolideo ja conhecido, teve sua estrutura analisada por Bates e Morehead
(1974).


https://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3ARobert%20B.%20Bates
https://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3ASteven%20R.%20Morehead
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Nic-2 melhorou a sobrevivéncia celular, reduzindo a producdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO) e melhorou as atividades das enzimas superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa reduzida (GSH), o que poderia inibir o
dano oxidativo das células LO2, induzido por H,O, (WANG et al., 2018). Os
pesquisadores desse trabalho concluiram que o Nic-2 pode ser usado como
composto principal para o desenvolvimento de um medicamento para doenga

hepatica devido aos seus efeitos antioxidantes e hepatoprotetores.

Figura 11 - Estrutura do vitanolideo Nic-2 isolado de Nicandra physaloides

OH "0

Fonte: Wang e colaboradores, 2018.

Outro parametro que sofreu alteracdo na avaliacdo bioquimica dos animais
que receberam o EEFoAv, no estudo de toxicidade aguda, foi o célcio (TABELA 9).
O aumento na concentracdo sérica (11,26 mg/dl) foi ligeiramente superior aos
valores de referéncia propostos por Lima e colaboradores (2014), que variam de 6,7
mg/dl a 11,00 mg/dI.

Frequentemente, concentracdes séricas elevadas de célcio podem levar a
calcificacdo dos tecidos moles em animais. E uma condicdo encontrada nos exames
post mortem de animais e € caracterizada pela deposicao de céalcio em érgdos como
figado, coracdo, pulmbes e rins (PEREIRA, 2002). Nenhuma evidéncia de
calcificacdo foi encontrada na andlise histopatologica do figado das fémeas tratadas,
sugerindo que esse aumento na concentracdo de calcio ndo esta correlacionado
com efeito toxico do EEFOAVv.

Em relagdo as andlises histopatoldgicas, também ndo houve outras
alteracdes significativas nos figados das ratas do grupo tratado, quando comparado

com 0 grupo controle.
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As finalidades das andlises histopatolégicas séo: observacdo da integridade
dos tecidos e investigacdo de lesbes como degeneracdo, necrose, apoptose e
infiltrac&o leucocitaria, que podem evidenciar toxicidade (VILLAS BOAS et al., 2018).

Para a maioria dos estudos de avaliacdo toxicologica, a investigacao de
dados histopatol6gicos permite uma melhor compreenséo e integracdo dos demais
resultados obtidos (EVERDS, 2015).

Neste estudo de toxicidade aguda, ndo houve aumento nas concentracdes de
ALT e AST (TABELA 9), o que sugere que a administracdo aguda do EEFoAv nao
alterou a funcdo e o metabolismo dos hepatdcitos. Igualmente, também ndo houve
aumento na concentracdo de creatinina. A creatinina € conhecida como um
indicador eficaz da funcdo renal, qualguer aumento na sua concentracdo €
observado se houver um dano acentuado aos néfrons funcionais (LAMEIRE;
BIESEN; VANHOLDER, 2005). Assim, os resultados registrados neste estudo
sugerem que o extrato EEFoAv ndo afetou a funcdo renal das ratas. Claramente,
iSSo serve apenas como teste preliminar, para uma melhor estimativa da funcéo
renal, € necessario o teste de depuracéo da creatinina (LI et al., 2010).

A partir desses resultados, entende-se que a administracdo oral aguda de
1000 mg/kg pc do EEFoAV ndo causou toxicidade as ratas Wistar.

Como a dose de 1000 mg/kg pc do EEFoAvV foi bem tolerada pelas ratas no
estudo de toxicidade aguda, essa dose foi empregada como a dose mais alta para o
estudo de toxicidade de doses repetidas. Nesse tipo de estudo, a dose mais alta é
escolhida com a expectativa de produzir efeitos toxicos observaveis, mas ndo morte
nem sofrimento intenso e respeitando-se o limite maximo de 1000 mg/kg pc por dia
em roedores e ndo-roedores. As demais doses foram estabelecidas em sequencia
descendente, em intervalos de 2 e 4 vezes. Ou seja, foram feitas duas reducdes da
dose mais alta para chegar a dose intermediaria de 500 mg/kg pc e a dose mais
baixa do estudo, 250 mg/kg pc (ANVISA, 2013).

Os resultados do estudo de toxicidade de doses repetidas revelaram que
nenhuma das trés doses testadas causou: morte, sinais clinicos evidentes de
toxicidade (incluindo parametros comportamentais), nem alteracdes nos parametros
fisiologicos (variacdo de peso corporal e consumo de agua e ragdo) nos animais
tratados (5 machos e 5 fémeas por grupo), durante o periodo de administracdo do
extrato (28 dias) e durante o periodo de observacdo (14 dias, no caso do grupo
recovery) (TABELAS 10 E 11).
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Anormalidades nos 6rgdos e diferencas significativas em relagdo ao peso
absoluto dos 6rgdos também néo foram observadas em nenhum grupo do estudo de
toxicidade de doses repetidas (TABELAS 12 e 13).

A auséncia de qualquer sinal de toxicidade no grupo recovery no final dos 14
dias de observacdao, indica que o EEFoOAv ndo apresentou efeitos toxicos tardios nos
animais testados.

Também nao houve alteracdes significativas nos pesos relativos dos 6rgaos
dos animais tratados com as doses 1000 mg/kg pc, 500 mg/kg pc e 250 mg/kg pc do
EEFoAv (TABELA 12). Houve apenas reducdo do peso relativo do figado das
fémeas do grupo recovery (TABELA 14). No entanto, ndo foram observadas
alteracdes clinicas, macroscoépicas, nem histologicas nos figados dessas fémeas,
nao sendo atribuida significancia biol6gica a essa reducdo do peso relativo do
figado, o que sugere que essa alteracdo nao esta relacionada a toxicidade do
EEFOAVv.

O figado € o principal 6érgéo de eliminacdo de drogas do organismo (MOURA
et al., 2016). Em relacdo as andlises histopatoldgicas, também ndo houve outras
alteracdes significativas na histologia hepética dos animais dos grupos tratados,
guando comparados aos seus respectivos grupos controle.

O sistema hematopoiético é um dos alvos mais sensiveis as substancias
guimicas toxicas e um importante indicador do estado fisiopatolégico em humanos e
animais (LI et al., 2010).

O hemograma € um exame de grande importancia tanto na area veterinaria
guanto para os humanos. Constitui um dos mais explorados recursos primarios para
apontamento de desequilibrio organico que pode nortear uma investigacdo mais
assertiva. A ingestdo de substancias téxicas, inclusive plantas e outros produtos
naturais, pode alterar as concentracfes das células sanguineas (BARROS;
DAVINO, 2014; MELO et al., 2012).

Os resultados do estudo de toxicidade de doses repetidas indicaram que 0s
seguintes parametros hematoldgicos ndo sofreram alteracdes estatisticamente
significativas durante todo o periodo de 28 dias de tratamento: contagem total de
leucdcitos, contagem diferencial (relativa e absoluta) de leucécitos (neutrofilos,
linfécitos, monacitos, eosindfilos, basdfilos), contagem de hemacias, hematdcrito,
indices hematimétricos (VCM, HCM e RDW) e contagem de plaquetas (TABELA 15).
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Porém, houve reducdo estatisticamente significativa na concentracdo de
hemoglobina do grupo que recebeu 250 mg/kg pc do EEFoAV e na concentracéo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM) dos machos do mesmo grupo (TABELAS
15 e 16).

A hemoglobina é a proteina que da a cor as hemacias e ao sangue. Participa
do transporte de oxigénio dos pulmdes para os tecidos e dioxido de carbono dos
tecidos para os pulmdes. Esta diminuida nas anemias (FERREIRA NETO; VIANA;
MAGALHAES, 1977). A reducdo de 5,23% encontrada na concentracdo de
hemoglobina do grupo que recebeu 250 mg/kg pc do EEFoAv, quando comparado
ao grupo controle (TABELA 15), ndo caracteriza anemia, ja que o valor sérico de
13,41 g/dl de hemoglobina nédo é inferior aos valores de referéncia para a espécie,
mostrados na Tabela 25.

Os indices hematimétricos s@o valores que ajudam a caracterizar o quadro
anémico. A CHCM ¢é um indice de cor e reflete a concentragcdo de hemoglobina
presente nas hemacias. Esse indice permite a avaliacdo do grau de saturacdo de
hemoglobina na hemécia. A saturacdo de hemoglobina normal indica a presenca de
hemacias ditas normocrémicas. Quando diminuidas, as hemacias sdo denominadas
hipocrémicas e, quando aumentadas, hipercromicas. A partir desse indice pode-se
classificar as anemias em hipocrdmicas, normocrémicas e hipercrdmicas.
(FERREIRA NETO; VIANA; MAGALHAES, 1977). No ambito veterinario,
especificamente para animais de laboratério, esse parametro somente seria
preocupante se o animal estivesse em quadro de anemia intensa com decréscimo
dos valores de heméacias (EVANS, 2009). E ainda, o valor de 33,42 g/dl de CHCM,
gue corresponde a uma reducédo de 3,80%, quando comparada ao grupo controle
(TABELA 16), esta dentro dos valores de referéncia para a espécie (TABELA 25).

Além disso, ndo foram observados achados associados a essas alteracdes
nos exames histopatoldgicos. Portanto, considera-se que as alteracdes observadas
nesses parametros hematologicos nao sao efeitos téxicos induzidos pelo EEFoAVv.

Villas Boas e colaboradores (2018) também encontraram alteracdes
estatisticamente significativas nos parametros hematoldgicos dos ratos tratados na
avaliacdo da seguranca pré-clinica do extrato etandlico de Campomanesia
pubescens, porém nao atribuiram toxicidade ao extrato, jA que os valores

encontrados estavam dentro da faixa de referéncia para a espécie.
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Tabela 25 - Valores de referéncia para os parametros hematologicos que
sofreram alteragdes estatisticamente significativas, no estudo de toxicidade de doses

repetidas
Parametros ) )
hematol6gicos Sexo Valor de referéncia Referéncia
Hemacias Machos 4,72 - 10,25 x10%pl  Lima et al., 2014
Hemoglobina Machos 10,20-17,80 g/dl  Limaetal., 2014
Hemoglobina Fémeas 11,10 - 17,10 g/dI Lima et al., 2014
CHCM Machos 31,60 - 37,80 g/dl Lima et al., 2014
RDW Machos 13,00 - 18,40 % Melo et al., 2012
RDW Fémeas 12,70 - 18,20 % Melo et al., 2012

Durante o periodo de observacédo dos animais do grupo recovery (14 dias), 0s
seguintes parametros hematolégicos ndo sofreram alteracbes estatisticamente
significativas, quando comparados ao grupo controle recovery: contagem total de
leucdcitos, contagem diferencial relativa de leucécitos (mondcitos, eosinofilos,
basofilos), contagem diferencial absoluta de leucdcitos (neutréfilos, linfocitos,
monacitos, eosinofilos, basofilos), hematdcrito, indices hematimétricos (VCM, HCM e
CHCM) e contagem de plaquetas (TABELAS 17 e 19).

No entanto, houve reducado estatisticamente significativa da porcentagem de
neutréfilos e aumento estatisticamente significativo da porcentagem de linfocitos nas
fémeas do grupo recovery (TABELA 18). Sabe-se que a contagem relativa dos
leucdcitos deve ser comprovada pela contagem absoluta, a qual considera o nimero
global dos leucdcitos. Uma interpretacdo baseada apenas na contagem relativa ndo
reflete as verdadeiras alteragdes na distribuicdo celular (COLES, 1984). Como nao
houve alteracdes singificativas na contagem absoluta de neutréfilos e linfocitos,
essas alteracbes na contagem relativa dos leucdcitos foram consideradas
irrelevantes.

Também houve aumento estatisticamente significativo nas concentracdes de
hemacias e hemoglobina dos machos do grupo recovery (TABELA 19), quando
comparado ao grupo controle recovery.

A diferenca na concentracdo de hemacias entre os sexos é de causa

hormonal. Os andrégenos aumentam a sensibilidade do tecido eritoblastico a
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eritropoetina; a castracdo masculina causa anemia. Os estrogenos desestimulam a
eritropoese; ap0s a menopausa, ha elevacdo da contagem a concentracdes
masculinas (FAILACE, 2003).

Patel, Nirav e Lal (2016) encontraram resultados semelhantes ao do presente
estudo, ao avaliarem a seguranca do extrato de Withania somnifera padronizado em
4,5% de vitaferina A. Houve aumento estatisticamente significativo de hemoglobina
nas fémeas dos grupos tratados com 500 e 2000 mg/kg/dia e aumento significativo
na hemoglobina dos machos no grupo tratado com 2000 mg/kg/dia. Eles concluiram
que nao foi observado efeito adverso relacionado ao tratamento com o extrato em
pardmetros hematoldgicos. O aumento de hemoglobina estava dentro da faixa
normal de laboratério, portanto ndo foi considerado toxicologicamente relevante.

No presente estudo de toxicidade de doses repetidas, o aumento nas
concentracfes de hemacias e hemoglobina dos machos do grupo recovery, foi de
6,19% e 4,95%, respectivamente, quando comparadas ao grupo controle recovery.
As concentracfes séricas encontradas de hemécias e de hemoglobina também
estavam dentro dos valores de referéncia para a espécie (TABELA 25), ndo sendo
consideradas toxicologicamente relevantes.

Pelo contrario, esse aumento pode estar relacionado aos efeitos benéficos de
vitanolideos imunoestimuladores que aumentam a atividade da medula éssea
(ZIAUDDIN et al., 1996).

Os efeitos da raiz de W. somnifera foram investigados em camundongos com
mielossupressdo induzida por ciclofosfamida, azatioprina ou prednisolona. A
administracdo da raiz (100 mg/kg pc) impediu a mielossupressao nos camundongos
tratados com os trés medicamentos imunossupressores. Um aumento significativo
nas concentracdes de hemoglobina (p < 0,01), hemacias (p < 0,01), contagem de
glébulos brancos (p < 0,05), contagem de plaquetas (p < 0,01) e peso corporal (p <
0,05) foi observado em camundongos tratados em comparacdo com camundongos
nao tratados (controle) (ZIAUDDIN et al., 1996).

Os pesquisadores desse trabalho ainda concluiram que os resultados de
animais saudaveis tratados com W. somnifera (aumento de hemoglobina, hemacias
e contagem de plaquetas) sao favoraveis ao seu uso tradicional como tbnico para a
saude, melhorando a atividade da medula 6ssea. Futuramente, pode ser possivel o

uso de W. somnifera como imunomodulador para combater efeitos indesejaveis dos
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medicamentos mielossupressores e também para desenvolver e melhorar a
imunidade protetora mesmo em individuos normais (ZIAUDDIN et al., 1996).

De acordo com Ghosal e colaboradores (1989), os glicovitanolideos
sitoindosideos IX (vitaferina-A-C27-O-B-D-glicosideo) e X (6’-O-palmitoil-vitaferina-A-
C27-0-B-D-glicosideo) (FIGURA 12), isolados de Withania somnifera, exercem

efeitos imunoestimulantes.

Figura 12 - Estruturas do sitoindosideo 1X (1) e do sitoindosideo X (2)

1:R=H
2: R = Palmitoyl

Fonte: Ghosal e colaboradores, 1989.

Ao comparar 0s animais que receberam a administracdo do extrato por 28
dias e foram eutanasiados ao final da administracdo com os animais que foram
mantidos vivos em observacdo por mais 14 dias, ap0s a administracdo, observou-se
qgue houve persisténcia da reducdo na concentracdo de hemoglobina, que ocorreu
nos animais que receberam 250 mg/kg pc do EEFoAv (TABELA 15), nas fémeas do
grupo recovery (TABELA 19). A redugcdo da CHCM (TABELA 16) que ocorreu nos
machos que receberam 250 mg/kg pc do EEFoAv, ndo persistiu nos animais do
grupo recovery (TABELA 17).

A reducdo na concentracdo de hemoglobina nas fémeas do grupo recovery,
guando comparada ao seu respectivo grupo controle, foi de 4,15% (TABELA 19). O
valor encontrado também estava dentro da faixa de referéncia para a espécie
(TABELA 25).
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Também houve aumento significativo na porcentagem do RDW dos animais
do grupo recovery (TABELAS 17). Esse aumento foi de 2,99%, quando comparado
ao grupo controle recovery.

O RDW corresponde a amplitude de distribuicdo do tamanho das hemacias.
Indica o quanto a populacdo de hemécias se desvia do tamanho médio. Valores
mais altos de RDW indicam heterogeneidade volumétrica excessiva da populagédo
de hemacias; sdo a expressdo numeérica do que o0s hematologistas chamam
anisocitose. Nota-se pela variacdo do diametro das hemacias (FAILACE, 2003).

O valor encontrado neste estudo de toxicidade de doses repetidas para o
RDW, também se encontrava dentro do valor de referéncia para a espécie.

N&o foram observados achados associados as alteracdes hematoldgicas do
grupo recovery na andlise histopatologica. Portanto, considera-se que essas
alteracdes ndo sao efeitos toxicos induzidos pelo EEFoAv.

Durante todo o periodo de 28 dias de tratamento do estudo de toxicidade de
doses repetidas, a administracdo oral do EEFoOAv n&o causou alteracdes
significativas na maioria dos parametros bioquimicos, séo eles: triglicerideos,
bilirrubina total, (alanina aminotransferase) ALT, gama glutamiltransferase (gama
GT), fosfatase alcalina, acido arico, ureia, creatinina, proteinas séricas, albumina,
ferritina, capacidade ligadora de ferro, célcio e fésforo (TABELA 20).

Durante o periodo de observagédo dos animais do grupo recovery (14 dias), a
grande maioria dos pardmetros hematoldégicos ndo sofreu alteracdes
estatisticamente significativas, sdo eles: colesterol total, colesterol LDL, colesterol
HDL, triglicerideos, bilirrubina total, ALT, (aspartato aminotransferase) AST,
fosfatase alcalina, ureia, creatinina, creatina quinase isoenzima MB (CK-MB), lactato
desidrogenase (LDH), proteinas séricas, albumina, ferro, ferritina, capacidade
ligadora de ferro, calcio, fosforo e potassio (TABELAS 23 e 24).

Porém, a concentracao de glicemia de jejum nos animais do grupo 500 mg/kg
pc estava aumentada (TABELA 20). Isso também ocorreu nos machos do grupo
recovery, quando comparado ao seu respectivo grupo controle (TABELA 23).

Durante uma situacdo de estresse, como procedimentos cirurgicos (onde
exala o odor do sangue), eutanasia, entre outros, além da estimulagdo do sistema
nervoso autdbnomo simpatico, também é observado o aumento do cortisol sérico e da
glicemia plasmatica. Embora a hiperglicemia induzida por exposi¢cao prolongada ao

estresse seja reversivel, ela persiste por um periodo prolongado, mesmo apos o
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término da exposi¢do ao estresse, antes de atingir as concentracdes de normalidade
(NIRUPAMA; DEVAKI; YAJURVEDI, 2012).

Isso sugere que as alteracBes glicémicas encontradas no presente estudo
nao estao relacionadas ao tratamento com o EEFoAv, uma vez que o0 grupo controle
e 0 grupo controle recovery também mostraram alteracdes da glicemia de jejum em
relacéo aos valores de referéncia estabelecidos por Lapchik e colaboradores (2009),
que variam de 85 mg/dl a 132 mg/dl. No entanto, é necessario um estudo detalhado
para investigar se 0 EEFoAv pode afetar a glicemia de jejum durante e ap6s o
consumo.

Houve também aumento estatisticamente significativo na concentracdo de
colesterol total no grupo de animais que recebeu as 3 doses testadas (250 mg/kg pc,
500 mg/kg pc e 1000 mg/kg pc) do EEFoAv, no estudo de toxicidade de doses
repetidas, quando comparado ao grupo controle. Esse aumento foi acompanhado do
aumento estatisticamente significativo na concentracdo de colesterol LDL no grupo
de animais que receberam 250 e 1000 mg/kg pc do EEFoAv e do aumento
estatisticamente significativo na concentracdo de colesterol HDL do grupo de
animais que receberam 500 e 1000 mg/kg pc do EEFoAv (TABELA 20).

O aumento na concentracdo de colesterol total no grupo que recebeu 1000
mg/kg pc do EEFoAv foi um pouco maior (95,80 mg/dl) que o valor de referéncia (46
mg/dl - 92 mg/dl) estabelecido por Lapchik e colaboradores (2009).

Porém, Dantas e colaboradores (2006) estabeleceram como valor de
referéncia para os ratos machos néo tratados do Biotério Central da Universidade
Estadual de Maringa, estado do Parana, 68,9 mg/dl a 105,1 mg/dl de colesterol total.
E Melo e colaboradores (2012) determinaram como valor de referéncia para ratas
ndo tratadas do Biotério Central da Universidade Federal de Sergipe, 46 mg/dl a 101
mg/dl de colesterol total.

J& que esses dois ultimos valores de referéncia de outros biotérios sdo
maiores que os valores encontrados de colesterol total para os grupos que tiveram
aumento significativo em relacdo ao grupo controle, entende-se que o aumento
ocorreu dentro da faixa de normalidade, ndo sendo patolégico, porém esse aumento
esta préoximo aos limites superiores.

Os parametros hematolégicos e bioguimicos podem variar entre linhagens e
cepas diferentes de uma dada espécie e também em funcdo do método de coleta de

sangue. Dessa forma, & fundamental determinar os valores de referéncia para
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animais de diferentes biotérios (MELO et al., 2012). Porém na falta dessa
determinacado para o biotério utilizado no presente trabalho, utilizou-se os valores de
referéncia de outros biotérios.

Para o colesterol LDL n&do foram encontrados valores de referéncia.

O Unico valor de referéncia para colesterol HDL encontrado foi o estabelecido
por Dantas e colaboradores (2006), para ratos machos né&o tratados: 36,6 mg/dl -
59,4 mg/dl. O valor de colesterol HDL no presente estudo para os animais do grupo
controle, estava abaixo dessa faixa (26,70 mg/dl), e os valores de colesterol HDL
para os grupos que receberam 500 e 1000 mg/kg pc do EEFoAv estavam préximos
ao limite inferior, 32,10 e 33,30 mg/dl, respectivamente (TABELA 20). Esses dados
sugerem que a administragdo do EEFoAv por 28 dias, foi capaz de aumentar o
colesterol HDL para concentracdes normais.

Observou-se que no grupo de animais que receberam 250 mg/kg pc do
EEFoAv parece que o responsavel por aumentar o colesterol total foi o colesterol
LDL, ja que ndo houve aumento significativo do colesterol HDL nessa dose.

Por outro lado, no grupo que recebeu 500 mg/kg pc do EEFoAv, parece que o
responsavel pelo aumento do colesterol total foi o colesterol HDL, ja que n&o houve
aumento significativo do colesterol LDL nessa dose.

No entanto, no grupo de animais que recebeu 1000 mg/kg pc do EEFo0Av,
tanto o colesterol HDL quanto o colesterol LDL parecem ser os responsaveis pelo
aumento do colesterol total, jA que essas fragcbes aumentaram significativamente.

Ha uma relacdo direta entre a incidéncia de doencas do coracdo e as
concentracbes plasmaticas de colesterol (SANT'ANA, 2012). A LDL, uma vez
oxidada, participa do desenvolvimento da aterosclerose (HORST; LAJOLO, 2012).
Estudos epidemiol6gicos mostraram que altas concentragbes de colesterol HDL
poderiam contribuir potencialmente para a prevencdo da aterogénese, inibicdo da
oxidacdo de LDL e proteger células endoteliais dos efeitos citotéxicos da LDL
oxidada (RIGOTTI; MIETTINEN; KRIEGER, 2003; ASSMANN; NOFER, 2003).

O aumento nas concentragcdes de colesterol total, colesterol LDL e colesterol
HDL néo persistiu nos animais do grupo recovery (TABELA 23). Indicando que se a
administragéo do EEFoAv for interrompida, o perfil lipidico volta ao normal.

Na avaliagdo da seguranca da ingestdo oral do extrato aquoso de Stigma
maydis (milho da seda), utilizado na medicina popular, Ikpeazu e colaboradores

(2018) encontraram um aumento significativo na concentracao de colesterol LDL do
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grupo de ratos machos tratados. Esse resultado indicou que o extrato aquoso de
Stigma maydis ndo pode servir como um agente hipolipidémico nas doses testadas
(500 mg/kg pc, 1000 mg/kg pc e 2000 mg/kg pc).

E possivel que em humanos saudaveis, esse aumento do colesterol total, e
do colesterol LDL nédo seja maléfico, e portanto, o uso do EEFoAv deva ser evitado
apenas em pacientes que apresentam dislipidemias.

Os resultados do efeito do EEFoAv no perfil lipidico dos animais do presente
estudo de toxicidade de doses repetidas contrasta com a propriedade hipolipidémica
atribuida a W. somnifera.

Em animais submetidos a dietas hiperlipemiantes, a adicdo da raiz
pulverizada de W. somnifera demonstrou reduzir de forma significativa as
concentracbes de colesterol total e dos triglicerideos no sangue, aumentando a
concentracédo de colesterol HDL, ativando sistemas antioxidantes e interferindo na
atividade da enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A redutase (HMG-CoA
redutase), a qual participa da sintese de colesterol (VISAVADIYA;
NARASIMHACHARYA, 2007).

De acordo com Visavadiya e Narasimhacharya (2007), o efeito de reducéo do
colesterol pode ser devido ao aumento da excrecdo de colesterol e 4cidos biliares,
através da excrecao fecal de esterdis. E esse aumento da excrecao fecal de esterois
poderia ser atribuido ao maior contetdo de fibra na raiz de W. somnifera (178,66
mg/g). O aumento da atividade antioxidante hepatica dos animais indica que fibras,
fitoesterdis, glicovitanolideos (sitoindosideos VII-X e vitaferina A) (FIGURAS 12, 13 e
14), polifendis, flavonoides e vitamina C presentes na raiz W. somnifera poderiam
contribuir para a melhoria da hiperlipidemia. Os pesquisadores desse trabalho ainda
suspeitam que a raiz pulverizada de W. somnifera também é eficaz em individuos
normais para a diminuicdo do perfil lipidico.

O teor de lipideos totais encontrado no EEFoAv foi de 31,05 (+ 3,09)%, o que
pode ser a causa do aumento do colesterol total e do colesterol LDL nos animais

tratados no estudo de toxicidade de doses repetidas.
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Figura 13 - Estruturas do sitoindosideo VIl (1) e do sitoindosideo VIiI (2)
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Fonte: Bhattacharya e colaboradores, 1987.

A determinacédo de lipideos é feita, na maioria dos casos, pela extragdo com
solventes lipofilicos, por exemplo, éter. Quase sempre se torna mais simples fazer
uma extracdo continua em aparelho tipo Soxhlet, seguida da remocao por
evaporacdo ou destilacdo do solvente empregado. O residuo obtido ndo €
constituido unicamente por lipideos, mas por todos 0s compostos que, nas
condi¢cdes da determinacdo, possam ser extraidos pelo solvente. Esses conjuntos
incluem os acidos graxos livres, ésteres de &cidos graxos, lecitinas, ceras,
carotenoides, clorofila e outros pigmentos, além de esterdis, fosfatideos, vitamina A
e D, Oleos essenciais etc., mas em quantidades relativamente pequenas, que nao
chegam a representar uma diferenca significativa na determinagéo. Nos produtos em
que essas concentracdes se tornam maiores, a determinacdo tera a denominacgao
mais adequada de extrato etéreo (INSTITUTO..., 2008).

Em 1965, identificou-se a relacdo entre alguns acidos graxos saturados com a
elevacdo do colesterol sérico. Entre os acidos graxos saturados que elevam o
colesterol plasmético e séo considerados aterogénicos estédo o acido laurico (C12:0),
o acido miristico (C14:0) e o acido palmitico (C16:0) (COSTA; SILVA, 2003). Os
acidos graxos em plantas, normalmente, sdo acidos carboxilicos de cadeia linear
com um numero par de atomos de carbono. As cadeias de carbono podem ser
curtas (12 unidades) ou longas (30 ou mais), porém mais comumente tém 16 ou 18
carbonos de extenséo. As proporcdes de acidos graxos nos lipideos vegetais variam
com as espécies vegetais (FISIOLOGIA..., 2017).
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A analise por Gas Chromatography - Mass Spectrometry (GC-MS) deve ser
realizada para avaliar a composicdo e quantificar os lipideos do EEFoAv, a fim de
esclarecer se os acidos graxos contidos no EEFoAv podem elevar o colesterol.

Existe a possibilidade de haver metabodlitos no EEFOAv responsaveis pelas
alteracdes encontradas no perfil lipidico dos animais. Esse dado deve ser
investigado.

No estudo de toxicidade de doses repetidas, a administragdo do EEFoAv
reduziu significativamente as concentracfes de AST nas fémeas em todas as doses
testadas (1000 mg/kg pc, 500 mg/kg pc e 250 mg/kg pc) do EEFoAv (TABELA 21).

Os valores de AST encontrados tanto para as fémeas do grupo controle
guanto para as fémeas dos grupos tratados estavam dentro do valor de referéncia
para espécie, proposto por Lima e colaboradores (2014): 51 - 211 U/L, o que
evidencia a nao toxicidade do extrato.

Almeida (2019) também encontrou reducdo significativa na concentracdo de
AST (268,3 U/L) no grupo de camundongos fémeas C57BL/6 portadoras de
melanoma B16F10 tratadas, por 21 dias, com 100 mg/kg pc do extrato
diclorometéanico de Athenaea velutina (mesma espécie utilizada no presente estudo),
administrados por via intraperitoneal, quando comparado ao grupo controle (431,4
U/L) (p < 0,05). A reducéo foi de 37,8%. No presente trabalho, a menor dose (250
mg/kg pc do EEFoAV) reduziu a AST em 42,9%.

A concentragdo de creatinina mensurada no trabalho de Almeida (2019)
permaneceu constante e a concentracéo de ureia do grupo de camundongos fémeas
tratadas diminuiu para um valor considerado normal, para animais saudaveis, ap0s o
tratamento com o extrato diclorometanico de A. velutina.

Além disso, ao realizar a andlise histopatoldgica do tecido hepatico desses
camundongos fémeas, Almeida (2019) concluiu que o grupo controle exibiu um
namero maior de goticulas lipidicas (13,16%), dentro do citoplasma dos hepatécitos,
do que o grupo tratado (5,31%). O figado dos animais ndo apresentou sinais
histologicos de les&o hepatica, como fibrose ou necrose.

Devkar e colaboradores (2016) também observaram reducdo nas alteracdes
gordurosas macrovesiculares no figado de animais tratados com uma fragdo rica em
vitanolideos (FRV), isolada de um extrato metanodlico das raizes de Withania

somnifera. Essa reducao, encontrada no trabalho de Devkar e colaboradores (2016),
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correlaciona-se com o0s achados bioquimicos, nos quais se observou reducao
significativa nas concentracdes de colesterol e de triglicerideos.

Diante dos resultados dos principais marcadores bioquimicos relacionados a
funcdo hepatica e renal e da melhora das condi¢cdes histologicas do figado dos
animais, Almeida (2019) concluiu que o extrato diclorometanico de A. velutina nédo
causou danos a esses 0rgaos e que esse extrato pode exercer atividade protetora
do figado de camundongos fémeas C57BL/6 portadoras de melanoma.

Como ja citado anteriormente, Wang e colaboradores (2018) concluiram que
o vitanolideo Nic-2 (FIGURA 11) isolado de Nicandra physaloides tem efeito
hepatoprotetor.

Além disso, no trabalho de Devkar e colaboradores (2016) foi avaliado o
possivel mecanismo da atividade hepatoprotetora da FRYV, isolada de W. somnifera.
A hepatotoxicidade foi induzida pela administracdo oral de acetaminofeno (APAP),
também conhecido como paracetamol, 750 mg/kg pc por 14 dias. A superdosagem
de APAP é comum em seres humanos e é frequentemente associada com danos
hepaticos. Os animais tratados com APAP receberam silimarina (25 mg/kg) ou doses
graduadas da FRV (50, 100 e 200 mg/kg) 2 h antes da administracéo de APAP.

No grupo tratado com a FRV, no trabalho de Devkar e colaboradores (2016),
houve reducdo significativa e dose-dependente (p < 0,01 e p < 0,001) nas
concentracbes de bilirrubina, fosfatase alcalina, ALT, AST e LDH e aumento
significativo e dose-dependente (p < 0,01 e p < 0,001) da superdéxido desmutase
(SOD) hepatica, glutationa reduzida (GSH) e capacidade antioxidante total, quando
comparado ao grupo controle. As concentracdes de malondialdeido e éxido nitrico
também diminuiram significativamente (p < 0,01) pelo tratamento com a FRV. As
alteracdes histolégicas induzidas por APAP no figado foram restauradas a quase
normalidade pelo pré-tratamento com a FRV.

O contetado de vitanosideo V; vitaferina A; 1,2 desoxivitastramonolideo;
vitanona (FIGURA 3); vitanolideo A (FIGURA 3) e vitanolideo B presentes na FRV foi
de 0,86; 12,9; 1,92; 1,52; 5,24 e 4,52 mg/g, respectivamente. A analise por TLC-
DPPH mostrou que o vitanosideo V; a vitaferina A; o 1, 2 desoxivitastramonolideo; a
vitanona e o vitanolideo A tiveram atividade antioxidante. Os pesquisadores desse
estudo concluiram que a FRV pode exercer sua acao hepatoprotetora por diminuir a

inflamacéo e o estresse oOxido-nitrosativo por inibicdo do fator de necrose tumoral-a
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(TNF-a), interleucina-13 (IL-1B), ciclo-oxigenase-2 (COX-Il) e Oxido nitrico sintase
induzida (INOS) (DEVKAR et al., 2016).

Diante de tudo isso pode-se concluir que o EEFoAv pode apresentar
ativadade hepatoprotetora.

No estudo de toxicidade de doses repetidas, também houve reducao
estatisticamente significativa nas concentragdes de creatina quinase isoenzima - MB
(CK-MB) nas fémeas em todas as doses testadas (1000 mg/kg pc, 500 mg/kg pc e
250 mg/kg pc) do EEFoAv (TABELA 21).

Ap6s um infarto, varias enzimas sdo liberadas das células cardiacas
lesionadas para a corrente sanguinea. Medidas das atividades séricas da CK-MB e
das transaminases (ALT e AST) podem fornecer informacdes sobre a gravidade da
lesdo. A CK-MB € a primeira enzima cardiaca a aparecer no sangue ap0s um
infarto. A AST é a préxima a surgir e a ALT aumenta posteriormente. A lactato-
desidrogenase (LDH) também pode ser liberada do musculo cardiaco lesionado
(NELSON, 2014).

A isoenzima MB € a Unica isoenzima da creatina quinase presente no
musculo cardiaco (NELSON, 2014).

A concentragdo sanguinea de CK-MB comeca a subir dentro de 2 horas apos
o infarto, alcanca um pico entre 12 e 36 horas e retorna as concentracées normais
entre 3 e 5 dias ap0s o ataque. Portanto, a medida da CK-MB no sangue confirma o
diagndstico de um ataque cardiaco e indica aproximadamente quando ele ocorreu
(NELSON, 2014).

N&o foram encontrados valores de referéncia para CK-MB em ratos Wistar.
Porém, acredita-se que ndo se pode atribuir toxicidade ao EEFoAv devido a essa
reducdo nas concentracdes da CK-MB, obtida no presente trabalho. Pelo contrério,
essa reducédo pode até mesmo indicar um efeito cardioprotetor do EEF0OAv.

O extrato hidroalc6olico de raiz de W. somnifera (MOHANTY et al., 2004;
MOHANTY et al., 2008) e a vitaferina A (FIGURA 14) (YAN et al., 2018) mostraram
efeitos cardioprotetores devido ao efeito antioxidante.

Estudos futuros devem ser conduzidos a fim de avaliar o efeito cardioprotetor
do EEFOAVv.
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Figura 14 - Vitaferina A

Fonte: Benjumea e colaboradores, 2009.

Também houve reducdo estatisticamente significativa nas concentracdes de
lactato desidrogenase (LDH) nas fémeas em todas as doses testadas (1000 mg/kg
pc, 500 mg/kg pc e 250 mg/kg pc) do EEFoAv (TABELA 22), no estudo de toxicidade
de doses repetidas.

A LDH pode auxiliar no diagnéstico de um ataque cardiaco e indicar
aproximadamente quando ele ocorreu. A relacéo [LDH isoenzima 1])/[LDH isoenzima
2] aumentada, combinada com o aumento na concentracdo sanguinea da CK-MB, é
evidencia muito forte de um infarto do miocardio recente (NELSON, 2014).

A LDH também esta presente nos eritrdcitos, no cérebro, nos rins, no figado e
no musculo esquelético (NELSON, 2014).

A LDH juntamente com a creatina quinase, fragmentos da cadeia pesada de
miosina, troponina-l e mioglobina podem ser utilizadas como marcadores indiretos
de dano muscular. Os métodos indiretos adotados para analise do dano muscular
sdo os mais utilizados nos estudos em funcédo da facilidade de coleta e, sobretudo,
pelo baixo custo quando comparados aos métodos diretos (andlises de amostras do
musculo ou de imagens por técnica de ressonéncia magnética) (FOSCHINI;
PRESTES; CHARRO, 2007).

Substancias citoplasmaticas que ndo tém a capacidade de atravessar a
barreira da membrana sarcoplasmatica, como a LDH, extravasam para 0 meio
extracelular apés o dano nas estruturas musculares, tornando o aumento na
concentracdo seérica dessas substancias potentes marcadores indiretos de dano
muscular e de outras estruturas teciduais (FOSCHINI; PRESTES; CHARRO, 2007).
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No trabalho de Devkar e colaboradores (2016) citado acima, também houve
reducao significativa e dose-dependente (p < 0,01 e p < 0,001) na concentracao de
LDH do grupo de ratos tratados com a FRV (100 e 200 mg/kg) em comparacéo ao
grupo tratado apenas com APAP, afirmando o efeito hepatoprotetor do extrato.

N&o foram encontrados valores de referéncia para LDH em ratos Wistar.
Porém, acredita-se que ndo se pode atribuir toxicidade ao EEFoAv devido a essa
reducdo nas concentracdes da LDH, obtida no presente trabalho. Pelo contrario,
essa reducdo pode até mesmo indicar efeitos cardioprotetor e hepatoprotetor do
EEFOAV.

A administracdo do EEFoAv por 28 dias, foi capaz de aumentar
significativamente a concentracao de ferro do grupo de machos tratados com a dose
de 500 mg/kg pc (TABELA 22). Provavelmente, isso se deve ao alto teor de ferro,
12,95 mg/kg, no EEFoAvV (TABELA 5).

A andlise de minerais do material vegetal de Ouro Preto (TABELA 5) revelou
um conteudo de ferro de 683,75 mg/kg, sendo o ferro encontrado em maior
guantidade que os outros microminerais (Mn, B, Cu e Zn).

Esse teor de ferro estava dentro do intervalo (485,00 - 740 mg/kg) encontrado
por Krishnamurthy e Sarala (2010) nas folhas de Withania somnifera de duas
localidades da india.

Krishnamurthy e Sarala (2010) também encontraram o ferro em maior
guantidade que os outros microminerais (Zn, Mn e Cu), em diferentes partes do
material vegetal seco de W. somnifera (TABELA 26).

O ferro estava em maior quantidade nas amostras de folhas de Karthikere e
nas amostras de raizes de Sondekola (KRISHNAMURTHY; SARALA, 2010).

Dos 25 diferentes tipos de plantas secas inexploradas analisadas por
Kuppusamy e colaboradores (2015), as flores de Pinus radiata continham a maior
guantidade de ferro (514,00 mg/kg).

De acordo com Kuppusamy e colaboradores (2015) a composicdo elementar
das flores de P. radiata enfatiza seu potencial de exploracdo como medicamento
industrial para promover a saude publica, particularmente para aliviar as deficiéncias
de ferro. A A. velutina também poderia ser explorada para esse fim, ja que apresenta
teor de ferro maior que o das flores de P. radiata.
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Tabela 26 - Quantidade de ferro em diferentes partes do material vegetal seco

de Withania somnifera de duas localidades da india

Ferro (mg/kQ)

Partes da : :
Karthikere, Chickmagalore Sondekola,
planta o . .
district Chitradurga district

Raiz 349,50 945,00
Haste 617,00 280,00
Folha 740,00 485,00
Fruto 602,00 370,00

Fonte: Adaptado de Krishnamurthy e Sarala, 2010.

O ferro normalmente € armazenado nas folhas como um complexo proteico
de ferro, chamado de fitoferritina. Esse mineral é essencial, porque faz parte de
certas enzimas e de proteinas que transportam elétrons durante a fotossintese e a
respiracéo (SALISBURY; ROSS, 1984).

Na saude humana, o ferro € essencial para a boa saude cardiovascular,
desenvolvimento cognitivo e funcéo imunolégica (TRUMBO et al., 2001).

De acordo com as informacdes da Infinity Pharma® (2017), pelo fato da
Withania somnifera conter ferro, sua ingestdo pode aumentar as concentracdes de
hemoglobina e hemécias. A Infinity Pharma® (2017) alerta que o consumo em
grande quantidade de fitoterapicos a base de W. somnifera deve ser evitado por
pacientes com hemocromatose. Essa condicdo patoldgica, geralmente hereditaria, €
caracterizada pela formacdo de depodsitos de ferro, sobretudo no figado
(COZZOLINO; HENRIQUES, 2012).

A partir das informacdes da Infinity Pharma® (2017), entende-se que além do
possivel efeito imunoestimulante de extratos com composicao quimica similar a W.
somnifera, como o EEFoAv, o contetdo elevado de ferro do EEFoAv também pode
explicar o aumento nas concentracfes de heméacias e hemoglobina dos machos do
grupo recovery.

E possivel que em humanos saudaveis, esse discreto aumento nas hemaécias
e na hemoglobina ndo traga prejuizos a saude. E apenas, pacientes com
hemocromatose devam ter cautela, assim como no uso da W. somnifera.

Investigagdo mais aprofundada precisa ser realizada para avaliar esse dado.
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Os animais que receberam 250 mg/kg pc do EEFoAv, por 28 dias,
apresentaram aumento estatisticamente significativo na concentracdo de sodio e 0s
animais que receberam 500 mg/kg pc do EEFoAv apresentaram uma reducéo nas
concentracbes de sbédio e de potassio, quando comparados ao grupo controle
(TABELA 20).

O aumento na concentragdo de sodio foi maior (169,60 mEqg/L) que os valores
de referéncia para ratos machos (142 - 151 mEqg/L) e fémeas (140 - 150 mEqg/L)
(GIKNIS; CLIFFORD, 2008). A reducdo na concentracao de sodio (139,70 mEg/L)
foi ligeiramente abaixo desses valores de referéncia. E a redu¢cdo na concentracao
de potassio (5,54 mEg/L) estava dentro dos valores estabelecidos por Lima e
colaboradores (2014), para machos (3,9 mEqg/L - 7,9 mEg/L) e fémeas (3,6 mEg/L -
6,7 mEg/L) (TABELA 20).

A essas reducBes nas concentracbes de sodio e potassio ndo foram
atribuidas efeito toxico do EEFoAv, ja que a reducdo de sodio ocorreu proOximo ao
valor de referéncia e a reducdo de potassio encontrava-se dentro do valor de
referéncia para a espécie. E ainda, essas reducdes podem indicar um efeito
diurético do EEFoAVv.

Em estudo realizado com 12 pacientes voluntarios com hipercolesterolemia e
diabetes tipo 2 (de grau moderado em ambos 0s casos), a administracdo oral da raiz
pulverizada de W. somnifera, durante 1 més, demonstrou diminuir significativamente
as concentragfes de colesterol total, colesterol LDL e colesterol VLDL (lipoproteina
de muito baixa densidade), triglicerideos e glicose no sangue. Isso ocorreu ao
mesmo tempo em que se observou reducdo nao significativa na concentracdo de
sédio e reducdo significativa na concentracdo de potassio, aumento significativo no
volume de excreg¢éo urinaria e de sodio na urina. Esses dois Ultimos parametros sao
bons indicadores de diurese. Esses resultados indicam que W. somnifera é um bom
diurético como relatado na literatura (ANDALLU; RADHIKA, 2000).

Além disso, quatro extratos de Withania aristata a 100 mg/kg foram
administrados por via oral a ratos para avaliar sua atividade diurética. Da fracéo
mais ativa, dois vitanolideos foram isolados. Ambos, individualmente e como uma
mistura a 5 e a 10 mg/kg, foram analisados quanto a atividade diurética. A taxa de
excrecdo de agua e o teor dos eletrdlitos sodio e potassio foram medidos na urina
dos animais. A fragdo aquosa de W. aristata, os dois vitanolideos e a mistura desses

compostos apresentaram alta atividade diurética, com uma excregao significativa de
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ions sodio e potassio nos animais. A atividade foi atribuida aos vitanolideos:
vitaferina A e vitaristatina (27-hidroximetil, A'®* vitanolideo) (FIGURAS 14 e 15)
(BENJUMEA et al., 2009).

Esses dados permitem confirmar que o efeito diurético de W. aristata
produzido pela fracdo aquosa, deve-se, pelo menos principalmente, a presenca
desses vitanolideos, os principais componentes ativos nessa fragdo polar. Os
autores ndo excluem a possibilidade de que outros produtos contidos na planta
também possam contribuir sinergicamente para essa ac¢do. Em resumo, 0s
compostos vitanolideos parecem ser bons diuréticos, embora sua excrecdo de agua
e ions seja cerca de 30 a 40% menor que aquela produzida pelo diurético
hidroclorotiazida (BENJUMEA et al., 2009).

Figura 15 - Composto isolado de Withania aristata, vitaristatina

0
OH

Fonte: Benjumea e colaboradores, 2009.

Nos animais do grupo recovery, houve reducao estatisticamente significativa
na concentracdo de sédio e reducdo nado significativa na concentracdo de potassio
(TABELA 23). A concentracdo de sodio no grupo controle recovery foi ligeiramente
maior (152,30 mEqg/L) que os valores de referéncia para machos (142 — 151 mEq/L)
e fémeas (140 — 150 mEqg/L) (GIKNIS; CLIFFORD, 2008). O periodo de observacao,
mostrou que a interrupgdo da administragdo do EEFoAv reduziu a concentracdo de
sédio para valores normais (146,30 mEqg/L).

Essas reducfes nas concentracdes de soédio e potassio podem indicar que 0

efeito diurético persiste mesmo apos a interrupcao da administragdo do EEFoAv.



105

No estudo de toxicidade de doses repetidas, houve aumento estatisticamente
significativo na concentracdo de acido Urico nos machos do grupo recovery
(TABELA 24).

Porém, observou-se que a concentracdo de acido arico do grupo controle,
0,42 mg/dl, estava abaixo dos valores de referéncia. Houve aumento significativo
(1,52 mg/dl) para concentragcdes consideradas normais, estabelecidas por Lima e
colaboradores (2014): 1,0 - 3,2 mg/dl. Como o EEFoAVv alterou os valores de acido
arico, mas esses estavam dentro da faixa de normalidade e a creatinina e a ureia
nao sofreram aumento significativo, pode-se sugerir o EEFoAv é desprovido de
efeito adverso na funcéo renal de ratos Wistar.

O acido urico é o produto final de excrecdo do catabolismo das purinas em
primatas, aves e em alguns outros animais. O produto excretado origina-se, em
parte, das purinas ingeridas e, em parte, da renovag¢éo dos nucleotideos puricos dos
acidos nucleicos (NELSON, 2014).

O excesso de acido urico pode levar ao quadro patolégico conhecido como
gota. A gota é uma doenca das articulacdes, causada pela concentracdo elevada de
acido Urico no sangue e nos tecidos. As articulagbes tornam-se inflamadas,
doloridas e artriticas devido a deposicdo anormal de cristais de urato de sodio. Os
rins também sao afetados, pois o acido arico em excesso se deposita nos tubulos
renais. Sua causa precisa ndo € conhecida, mas frequentemente envolve uma
excrecgédo reduzida de uratos (NELSON, 2014).

A gota ocorre predominantemente em pessoas do sexo masculino (NELSON,
2014). Observou-se que apesar de ndo haver alteracao significativa na concentracéo
de acido urico nas fémeas, houve reducéo.

Uma explicacdo para essa elevacdo do acido Urico nos machos pode ser o
efeito colateral do possivel efeito diurético do EEFoAv, citado acima, jA que o
aumento na concentracdo sérica de acido Urico € um efeito colateral comum do
tratamento com diuréticos tiazidicos. A manifestacdo maxima desse efeito colateral,
derivado do uso diuréticos tiazidicos é a provocacao de gota sintomatica. O aumento
do acido urico, devido a utilizacdo dos diuréticos tiazidicos, pode ser causado pelo
aumento da recaptacao tubular de acido urico e pela reducdo da secrecédo de acido
arico na urina (ALA-MUTKA et al., 2018).
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E possivel que em humanos, esse aumento na concentragdo de acido Grico
ndo seja maléfico e, apenas aqueles pacientes que tenham predisposicao para gota,
tenham que utilizar o fitoterapico com cautela.

No estudo de toxicidade de doses repetidas, os exames laboratoriais
(hematolégicos e bioquimicos) apontaram alteracbes, em geral, ndo dose-
dependentes.

Apesar das variacdes estatisticas encontradas nos parametros hematologicos
do estudo de toxicidade de doses repetidas, os resultados ndo excederam aos
valores de referéncia para a espécie.

Diante dos resultados dos principais marcadores bioquimicos (ALT, AST,
ureia e creatinina) relacionados a funcdo hepatica e renal, pode-se concluir que
EEFOAv ndo causou danos ao figado e aos rins, ndo podendo ser considerado
toxico, dentro das doses avaliadas.

Além disso, o EEFoAv pode exercer atividade hepatoprotetora,
imunoestimulante, cardioprotetora e diurética. Além dos vitanolideos, esses efeitos
benéficos poderiam ser explicados, pelos acidos fendlicos e flavonoides, ja
identificados na A. velutina por Almeida (2019), agindo sinergicamente.

Em meados de 2019, a ANVISA publicou o Guia n°® 22 - Estudos N&o Clinicos
Necessarios ao Desenvolvimento de Medicamentos Fitoterapicos e Produtos
Tradicionais Fitoterapicos, que expressa o entendimento dessa agéncia sobre as
melhores praticas com relacdo a procedimentos, rotinas e métodos considerados
adequados ao cumprimento de requisitos técnicos ou administrativos exigidos pela
legislacdo. Esse Guia deve ser utilizado por agentes publicos e privados como
referéncia para cumprimento legislativo (ANVISA, 2019).

De acordo com o Guia n°® 22, no caso do desenvolvimento de um
medicamento fitoterapico a partir de uma espécie vegetal ndo previamente
estudada, ou seja, que ndo tenha dados prévios publicados de estudos néo clinicos,
clinicos, fitoquimicos e documentacédo de uso no ser humano, € recomendavel que
sejam feitos todos os testes citados no Quadro 1 (ANVISA, 2019).

De acordo com o Guia n°® 22 o estudo de toxicidade aguda e de doses
repetidas devem ser conduzidos com no minimo duas espécies de mamiferos,
sendo uma roedora (ANVISA, 2019). Dessa forma, estudos complementares de

toxicidade devem ser realizados para o EEFoAv.
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Quadro 1 - Teste de toxicologia néo clinica de fitoterapicos

Testes adicionais que
poderéo ser
Tipos de produto Testes recomendados recomendados de
acordo como os dados

da literatura*

Produto tradicional Genotoxicidade e Carcinogenicidade

fitoterapico Toxicidade reprodutiva

Medicamento fitoterdpico  Toxicidade aguda, doses  Carcinogenicidade e

repetidas, tolerancia local, seguranca farmacoldgica

genotoxicidade e (sistema cardiovascular,
toxicidade reprodutiva respiratorio e nervoso
central)

* Caso existam motivos para se esperar um risco especifico.
Fonte: ANVISA, 2019.
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7 CONCLUSOES

A analise comparativa do perfil cromatografico por HPLC-DAD revelou que os
extratos produzidos de amostras de Athenaea velutina acessadas nos municipios de
Vigcosa e Ouro Preto apresentam similaridade qualitativa em suas composi¢oes
quimicas. No entanto, existe variagdo quantitativa entre 0os componentes desses
dois extratos.

Utilizando UHPLC-HRMS, foi possivel identificar os vitanolideos: Vitanolideo
A acetilado, Aurelianolideo B, Vitanolideo diacetilado e derivado de vitanolideo no
EEFOAVv.

O EEF0Av néo apresentou toxicidade oral aguda e nem de doses repetidas
em ratos Wistar.

O EEFo0Av ndo causou mortalidade. Nao houve parametros bioquimicos que
indicassem toxicidade, tais como: elevacdo nas concentracfes séricas das enzimas
hepaticas ALT e AST e da ureia e da creatinina. Ndo houve sintomatologia clinica,
variacdo de peso corporal, alteracdo no consumo de agua e racao, alteracdo do
peso absoluto dos 6rgdos, alteracbes anatbmicas dos 6Orgdos e histopatologicas
hepaticas.

No estudo de toxicidade aguda, ndo houve alteracdo nos pesos relativos dos
orgaos, nem alteracdes na hematologia. Porém houve as seguintes alteracdes nos
parametros bioquimicos: reducdo nas concentracdes de bilirrubina e de ALT e
aumento na concentracao de calcio.

Quanto ao estudo de toxicidade de doses repetidas, os animais eutanasiados
apos os 28 dias de tratamento, apresentaram alteracfes nos seguintes parametros
hematoldgicos: reducdo nas concentracdes de hemoglobina (250 mg/kg; machos e
fémeas) e da CHCM (250 mg/kg; machos). As alteracbes nos parametros
bioquimicos desses animais, relacionadas a administracdo do EEFoAv, foram as
seguintes: aumento nas concentracdes de colesterol total (250 mg/kg, 500 mg/kg e
1000 mg/kg; machos e fémeas), de colesterol LDL (250 mg/kg e 1000 mg/kg;
machos e fémeas) e de colesterol HDL (500 mg/kg e 1000 mg/kg; machos e
fémeas); reducdo nas concentragfes das enzimas AST, CK-MB e LDH (250 mg/kg,
500 mg/kg e 1000 mg/kg; fémeas); aumento na concentracdo de ferro (500 mg/kg;
machos); aumento (250 mg/kg; machos e fémeas) e reducao (500 mg/kg; machos e
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fémeas) nas concentracfes de sbédio e reducdo na concentracdo de potassio (500
mg/kg; machos e fémeas).

Quanto aos animais do grupo recovery, houve reducédo do peso relativo do
figado das fémeas. Também houve persisténcia da reducdo na concentracdo de
hemoglobina nas fémeas, mas ndo da CHCM nos machos. Além disso, em relacéo
aos parametros hematoldgicos, houve aumento nas concentracdes de hemécias e
de hemoglobina nos machos e aumento do RDW, em machos e fémeas.

Apesar das variacdes estatisticas encontradas nos parametros hematologicos
do estudo de toxicidade de doses repetidas, os resultados ndo excederam aos
valores de referéncia para a espécie.

A reducdo na concentracdo de sédio persistiu nos animais do grupo recovery,
em machos e fémeas. O outro parametro bioguimico que sofreu alteracdo nesse
grupo foi o acido Urico que teve sua concentracdo elevada no grupo de machos.
Todas as outras alteragdes nos parametros bioquimicos apresentadas pelos animais
eutanasiados apos 28 de tratamento, foram revertidas.

As alteracdes que os exames laboratoriais (hematolégicos e bioquimicos)
apontaram, em geral, ndo séo dose-dependentes.

As alteracbes hematoldgicas e bioquimicas indicam potencial terapéutico e
uma auséncia de toxicidade do EEFoAv, o que permite a continuag¢ao dos estudos.

O estudo de toxicidade aguda e de doses repetidas deve ser realizado em
outra espécie de mamiferos, por exemplo, caes, em ambos os sexos. Mais estudos
devem ser realizados para avaliar a toxicidade a longo prazo (90 dias), para maior
avaliacdo da seguranca.

Os dados gerados neste trabalho serdo utilizados para estabelecer as doses
a serem utilizadas em demais estudos néo clinicos e clinicos para posteriormente
viabilizar o desenvolvimento e o registro de um medicamento fitoterapico a partir da

espécie Athenaea velutina.
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8 PERSPECTIVAS FUTURAS

Analisar os marcadores de estresse oxidativo (catalase - CAT, superéxido
dismutase - SOD, glutationa S-transferase - GST e malondialdeido - MDA) nos
orgéaos coletados (figado, rim, baco e coracdo) dos animais do presente estudo.

Estudos com o extrato etandlico de Athenaea velutina deverdo ser
conduzidos, para avaliar os efeitos:

e hepatoprotetor,

e imunoestimulante,
e cardioprotetor e
e diurético.

O estudo toxicoldgico das outras 11 espécies do género Athenaea deve ser
incentivado, ja que ha possibilidade dessas conterem vitanolideos e apresentarem

potencial terapéutico, assim como a Athenaea velutina.
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APENDICE A - Tabelas dos resumos das andlises de variancia de todas as

variaveis do estudo de toxicidade de doses repetidas

Tabela 1 A - Resumo da analise de varidncia das variaveis referentes aos

parametros fisiologicos para os sexos (S) e os grupos (G) 1 a 4 do estudo de

toxicidade de doses repetidas

Fonte de Variagédo (FV) SEXO (S) GRUPO (G) SXG RESIDUO  CV(%)
Grau de Liberdade (GL) 1 3 3 32 -
Peso inicial (9) 66341,03 ** 64,36 ns 108,09 ns 562,26 9,36
é " Peso final (g) 98505,62 ** 191,56 ns 123,03 ns 996,31 11,10
_‘g % Variacéo de peso (g) 3168,40 ** 202,17 ns 101,00 ns 327,38 58,27
(‘:; E Consumo de 4gua (ml/dia) 88,41 ns 1,57ns 46,22 ns 28,56 14,31
Consumo de racéo (g/dia) 226,39 ** 3,20 ns 2,40 ns 3,01 8,47

**: F significativo a 1% de probabilidade.
*: F significativo a 5% de probabilidade.
ns: F ndo significativo a 5% de probabilidade.

CV: coeficiente de variagéo.

Tabela 2 A - Resumo da analise de varidncia das variaveis referentes aos

parametros fisiologicos para os sexos (S) e os grupos (G) 5 e 6 do estudo de

toxicidade de doses repetidas

Fonte de Variacao (FV) SEXO(S) GRUPO(G) SXG RESIDUO CV(%)
Grau de Liberdade (GL) 1 1 1 16 -
Peso inicial (g) 28 d 37932,05*  130,05ns  36,45ns 743,25 10,59
Peso final (g) 28 d 57702,45 ** 92,45 ns 6,05 ns 740,50 9,62
" Variacdo de peso (g) 28d 924,80 * 441,80ns 72,20 ns 155,75 48,75
% Consumo de agua (ml/dia) 28 d 142,56 ns 2,81 ns 9,94 ns 4451 17,31
E Consumo de racéo (g/dia) 28 d 174,27* 7,36 ns 1,03 ns 2,76 8,06
(85 Peso inicial (g) 14 d 52122,05 ** 42,05 ns 26,45 ns 751,75 9,65
'(-: Peso final (g) 14 d 61605,00 **  135,20ns 45,00 ns 687,60 8,76
csy Variacdo de peso (g) 14d 396,05 ns 26,45 ns 2,45 ns 183,93 88,93
Consumo de &gua (ml/dia) 14 d 117,30 ns 6,87 ns 3,28 ns 28,61 14,98
Consumo de racéo (g/dia) 14 d 203,61 ** 2,05 ns 0,15 ns 2,57 7,30

**: F significativo a 1% de probabilidade.

*: F significativo a 5% de probabilidade.

ns: F ndo significativo a 5% de probabilidade.
CV: coeficiente de variacgéo.

d: dias.
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Tabela 3 A - Resumo da andlise de variancia das variaveis peso dos érgaos (g) e

peso relativo dos 6rgaos (g/100 g de peso corporal) para 0s sexos (S) e 0S grupos

(G) 1 a 4 do estudo de toxicidade de doses repetidas

Fonte de Variagdo (FV)  SEXO (S) GRUPO (G) SXG  RESIDUO CV(%)

Grau de Liberdade (GL) 1 3 3 32 -

Figado (g) 65,96 ** 1,88 ns 0,85ns 1,05 10,90
» Figado (9/100 g) 0,6397ns  0,4982*  0,3585ns  0,1679 12,26
% Rim direito (Q) 1,4238 ** 0,0322 ns 0,0265 ns 0,0165 10,49
ﬁ Rim direito (g/100g) 0,0021ns 0,0062ns  0,0038 ns 0,0027 11,99
(85 Baco (g) 0,3301*  0,0121ns 0,0208ns  0,0116 14,40
T Bago (9/100 g) 0,0074*  0,0016ns 0,0029ns  0,1312 13,57
&  Coragdo (g) 1,0304**  0,0053ns 0,0063ns  0,0122 10,82

Coracéao (g/100 g) 0,0009ns 0,0006ns  0,0020 ns 0,0023 13,16

**. F significativo a 1% de probabilidade.
*: F significativo a 5% de probabilidade.
ns: F ndo significativo a 5% de probabilidade.

CV: coeficiente de variagéo.

Tabela 4 A - Resumo da andlise de variancia das variaveis peso dos 6rgdos (g) e

peso relativo dos érgados (g/100 g de peso corporal) para 0s sexos (S) e 0S grupos

(G) 5 e 6 do estudo de toxicidade de doses repetidas

Fonte de Variacao (FV) SEXO (S) GRUPO (G) SXG RESIDUO CV(%)
Grau de Liberdade (GL) 1 1 1 16 -
Figado () 39,9001 ** 0,2524 ns 2,3194 ns 0,7555 9,45
" Figado (g/100 g) 0,2566 * 0,1442 ns 0,2760 * 0,4823 7,00
% Rim direito (Q) 0,7124 ** 0,0032 ns 0,0021 ns 0,0243 13,82
E Rim direito (g/100 g) 0,0013 ns 0,0002 ns 0,0005 ns 0,0009 8,02
% Baco (g) 0,09158*  0,00129ns 0,00004ns  0,01357 15,81
2 Baco (g/100 g) 0,011351 ** 0,000448 ns 0,000009 ns 0,000786 11,21
& Coracéo (g) 0,4864*  0,0003ns  0,0014 ns 0,0141 11,63
Coracéo (g/100 g) 0,00306 * 0,00048 ns  0,00006 ns 0,00065 7,42

**: F significativo a 1% de probabilidade.
*: F significativo a 5% de probabilidade.
ns: F ndo significativo a 5% de probabilidade.

CV: coeficiente de variacéo.
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Tabela 5 A - Resumo da andlise de variancia das variaveis referentes aos

parametros hematoldgicos para os sexos (S) e os grupos (G) 1 a 4 do estudo de

toxicidade de doses repetidas

Fonte de Variagéo (FV) SEXO (S) GRUPO (G) SXG RESIDUO  CV(%)
Grau de Liberdade (GL) 1 3 3 32 -
Leucocitos (x103/ul) 37,2490 ** 0,6897 ns 4,4043 ns 1,7388 21,49
Neutrofilos (%) 140,6250 ns 97,9583 ns 23,6917 ns 46,2625 26,70
Neutroéfilos (x10%/ul) 5,5138 ** 0,3213 ns 0,1280 ns 0,2162 29,89
Linfocitos (%) 280,9000* 128,1333 ns 48,9000 ns 49,5500 9,83
Linfocitos (x10%/ul) 10,7257 ** 0,7096 ns 3,5497 ns 1,3049 25,97
Mondcitos (%) 12,1000 * 2,8000 ns 3,5667 ns 1,9500 66,50
Mondcitos (x103%/ul) 0,1087 ** 0,0108 ns 0,0124 ns 0,0092 73,79
_8 Eosinéfilos (%) 1,6000 ns 0,3667 ns 0,2667 ns 0,9250 147,96
E Eosindéfilos (x10%/ul) 0,0174 ns 0,0011 ns 0,0001 ns 0,0046 165,49
&S Basdfilos (%) 0,0250 ns 0,0917 ns 0,0917 ns 0,1625 230,35
-‘3 Basofilos (x10%/pl) 0,0002 ns 0,0003 ns 0,0003 ns 0,0006 233,79
-‘g Hemécias (x10°/pl) 6,4240 ** 0,2393 ns 0,3821 ns 0,2176 5,88
Hemoglobina (g/dl) 9,9003 ** 1,7716 * 0,3929 ns 0,5474 5,29
Hematdcrito (%) 142,6750 ** 5,6285 ns 11,6132 ns 5,8502 5,98
VCM (fl) 81,2250 ns 52,5583 ns 56,9583 ns 54,6625 14,78
HCM (pg) 2,7040 * 0,9087 ns 0,3620 ns 0,4938 3,972
CHCM (g/dl) 5,6250 ** 2,9220 * 1,9950 * 0,6659 2,36
RDW (%) 0,3240 ns 0,2937 ns 0,1780 ns 0,3081 3,8
Plaquetas (x103/ul) 18792,23ns 3066,49ns 33787,96ns 30262,39 18,64

**: F significativo a 1% de probabilidade.

*. F significativo a 5% de probabilidade.

ns: F nédo significativo a 5% de probabilidade.

CV: coeficiente de variacgéo.
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Resumo da analise de variancia das variaveis referentes aos

parametros hematoldgicos para os sexos (S) e os grupos (G) 5 e 6 do estudo de

toxicidade de doses repetidas

Fonte de Variacéo (FV) SEXO (S) GRUPO (G) SXG RESIDUO  CV(%)
Grau de Liberdade (GL) 1 1 1 16 -
Leucocitos (x103/ul) 7,0686 ns 0,9288 ns 1,5180 ns 1,9505 26,08
Neutrofilos (%) 22,05 ns 42,05 ns 186,05 * 23,30 20,50
Neutroéfilos (x10%/pl) 0,7481 ns 0,3256 ns 0,1408 ns 0,1699 32,65
Linfocitos (%) 24,20 ns 45,00 ns 162,20 * 27,8 7,19
Linfocitos (x10%/ul) 2,8764 ns 0,1117 ns 2,2881 ns 1,2560 28,51
Mondcitos (%) 1,25 ns 0,05 ns 0,45 ns 3,05 81,23
Mondcitos (x103/ul) 0,00011 ns  0,00002 ns 0,00381 ns 0,00806 79,74
.8 Eosinéfilos (%) 2,45 ns 0,05 ns 0,05 ns 1,25 131,53
é Eosindéfilos (x10°%/ul) 0,0089 ns 0,0014 ns 0,0005 ns 0,0026 117,60
2 Basofilos (%) 0,05 ns 0,05 ns 0,05 ns 0,15 258,20
-g Basofilos (x10%/pl) 0,00002ns  0,00019ns  0,00008 ns 0,00027 263,27
?; Hemacias (x10°/ul) 0,2398 ns 0,0994 ns 0,6160 * 0,1165 4,24
Hemoglobina (g/dl) 0,0180 ns 0,0080 ns 1,8000 ** 0,1548 2,97
Hematdcrito (%) 0,2205 ns 1,5125 ns 12,9605 * 2,6570 4,01
VCM (fl) 16,20 ns 12,80 ns 0,00 ns 3,83 3,86
HCM (pg) 0,6125 ns 0,2645 ns 0,0005 ns 0,2883 3,26
CHCM (g/dI) 0,4205ns  1,1045 ns 0,1445 ns 0,5375 2,26
RDW (%) 1,8000 * 0,9680 * 0,4500 ns 0,2128 3,09
Plaquetas (x103/ul) 1155,20ns 23529,80ns 10396,80ns 32117,78 17,86

**: F significativo a 1% de probabilidade.
*: F significativo a 5% de probabilidade.
ns: F nédo significativo a 5% de probabilidade.

CV: coeficiente de variagéo.
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Tabela 7 A -

parametros bioquimicos para os sexos (S) e os grupos (G) 1 a 4 do estudo de

Resumo da analise de variancia das variaveis referentes aos

toxicidade de doses repetidas

Fonte de Variagéo (FV) SEXO (S) GRUPO (G) SXG RESIDUO  CV(%)
Grau de Liberdade (GL) 1 3 3 32 -
Glicemia de jejum (mg/dl) 14440,00 ** 8818,07 ** 1677,27 ns 1812,68 21,49
Colesterol total (mg/dl) 115,6000 ns 1228,1670 **  292,4667 ns 224,9250 17,61
Colesterol LDL (mg/dl) 5,4760 ns 770,5680 * 171,3453 ns 226,9970 37,48
Colesterol HDL (mg/dl) 0,0250 ns 91,4250 ** 5,0250 ns 12,6750 11,78
Triglicerideos (mg/dl) 1703,0250 ns 89,8250 ns 421,0917 ns 1704,112 56,07
Bilirrubina total (mg/dl) 0,0023 ns 0,0036 ns 0,0003 ns 0,0026 35,95
ALT (U/L) 265,2250 ns 433,7583 ns 187,2917 ns 168,8250 20,32
AST (U/L) 93,0250 ns 3697,2250 **  2015,9580 **  328,8375 12,37
Gama GT (U/L) 44,1000 * 15,1333 ns 21,2333 ns 9,6625 33,42
Fosfatase alcalina (U/L) 50055,6200 ** 1995,7580 ns  200,4917 ns  1056,6380 23,44
_g Acido arico (mg/dl) 1,0563 ns 0,3663 ns 0,4809 ns 1,1043 68,13
g Ureia (mg/dl) 13,2250 ns 131,4917 ns 53,8250 ns 54,0500 14,73
a Creatinina (mg/dl) 0,0001 ns 0,0086 ns 0,0063 ns 0,0086 19,46
-‘3 CK-MB (U/L) 72760,90 * 49193,40 * 61147,77 ** 12067,66 30,21
g LDH (U/L) 143041,60 ns  479668,70 **  522658,20 **  99020,90 41,12
Proteinas Séricas (g/dl) 0,0010 ns 0,0603 ns 0,0963 ns 0,0859 4,69
Albumina (g/dl) 0,0040 ns 0,0010 ns 0,0019 ns 0,0268 5,55
Ferro (mg/dl) 72182,02 ** 2475,48 ns 4594,92 * 1395,21 16,91
Ferritina (mcg/dl) 4812,32 ns 2941,94 ns 2340,52 ns 2303,27 64,55
Capacidade ligadora de
Ferro (mcg/ml) 60543,9600 **  750,3077 ns  4100,5740 ns 1632,5230 14,10
Célcio (mg/dl) 0,1210 ns 0,3900 ns 0,2110 ns 0,2694 4,96
Fésforo (mg/dl) 0,3610 ns 3,7403 ns 1,9897 ns 1,7295 15,70
Sodio (mEqg/L) 44,5210 ns 1721,6410 ** 14,0410 ns 15,7860 2,64
Potéssio (mEq/L) 1,1222 ns 3,4423 ** 0,8023 ns 0,4626 10,67

**. F significativo a 1% de probabilidade.
*. F significativo a 5% de probabilidade.
ns: F ndo significativo a 5% de probabilidade.

CV: coeficiente de variacéo.
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Tabela 8 A - Resumo da analise de variancia das variaveis referentes os parametros

bioguimicos para os sexos (S) e os grupos (G) 5 e 6 do estudo de toxicidade de

doses repetidas

Fonte de Variacdo (FV) SEXO (S) GRUPO (G) SXG RESIDUO CV(%)
Grau de Liberdade (GL) 1 1 1 16 -
Glicemia de jejum (mg/dl)  11424,20* 147920 ns  9159,20 * 1414,70 20,34
Colesterol total (mg/dl) 444,1531 ns 1,6531ns 126,2531ns 172,4719 14,32
Colesterol LDL (mg/dl) 1068,7220* 40,8980 ns 208,6580ns 130,3290 27,33
Colesterol HDL (mg/dl) 6,05 ns 42,05 ns 11,25 ns 38,10 18,45
Triglicerideos (mg/dl) 4234,05 ** 638,45 ns 344,45 ns 480,85 25,31
Bilirrubina total (mg/dl) 0,0005 ns 0,0005 ns 0,0005 ns 0,0018 44,04
ALT (U/L) 80,00 ns 135,20 ns 605,00 ns 196,55 20,17
AST (U/L) 605,00 ns 819,20 ns 2976,80 ns 2651,30 33,24
Fosfatase alcalina (U/L) 16188,05 ** 84,05 ns 8,45 ns 239,15 16,46
" Acido arico (mg/dl) 0,0125 ns 0,4205 ns 3,2805 * 0,6573 85,79
% Ureia (mg/dl) 82,0125 ns 137,8125ns 10,5125 ns 62,5375 12,33
E Creatinina (mg/dl) 0,00481 ns 0,00005 ns 0,01513 * 0,00233 5,97
-(% CK-MB (U/L) 154264,60 * 24116,51ns 943951 ns 22818,66 37,46
=3 LDH (U/L) 1160656,0 * 243321,8ns 105415,2ns 180806,3 50,56
8’ Proteinas Séricas (g/dl) 0,1445 ns 0,4805 ns 0,1125 ns 0,1820 6,77
Albumina (g/dl) 0,0980 ns 0,0000 ns 0,0000 ns 0,0288 6,03
Ferro (mg/dl) 45907,360 * 1170,450 ns 1404,488ns 1929,164 23,33
Ferritina (mcg/dl) 7647,569 ns 2287,447ns 1203,886ns 5954935 70,41
Capacidade ligadora de
Ferro (mcg/ml) 51612,800 ** 3225,800 ns 3,200 ns 2716,150 18,46
Célcio (mg/dl) 0,0031 ns 0,3251 ns 0,4351 ns 0,3954 6,11
Fésforo (mg/dl) 2,3805 ns 3,9605 ns 2,3805 ns 1,9818 16,95
Sodio (mEqg/L) 5,0000 ns 180,0000 ** 51,2000 ns 20,3750 3,02
Potassio (mEq/L) 0,2000 ns 1,1520 ns 3,6980 ns 2,5170 23,79

**. F significativo a 1% de probabilidade.

*. F significativo a 5% de probabilidade.

ns: F ndo significativo a 5% de probabilidade.

CV: coeficiente de variacéo.
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ANEXO A - Autorizacdo do acesso ao patriménio genético no Parque do
Itacolomi, concedida pelo Instituto Estadual de Florestas de Minas Gerais —
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ANEXO B - Aprovacdo dos procedimentos que foram realizados com o0s
animais pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal
de Vicosa — CEUA/UFV

CERTIFICADO

A Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA/UFV certiﬁca. que o
processo n° 82/2018, intitulado “Estudo toxicolégico do extrato etan()ll.co da:s
folhas de aureliana velutina sendtner (solanaceae) em ratos wistar”,
coordenado pela professora Mariana Machado Neves do Departamento de de
Biologia Geral, esta de acordo com a Legislagdo vigente (Lei N° 11.794, de 08
de outubro de 2008), as Resolugdes Normativas editadas pelo CONCEA/M.CT'I,
a DBCA (Diretriz Brasileira de Pratica para o Cuidado e a Utilizagdo de Amma.ls
para Fins Cientificos e Didaticos) e as Diretrizes da Pratica de Eutanasia
preconizadas pelo CONCEA/MCTI, portanto sendo aprovado por esta Comiss@o
em 21/03/2019, com validade de 12 meses.

CERTIFICATE

The Ethic Committee in Animal Use/UFV certify that the process number
82/2018, named “Toxicological study of the ethanolic extract of leaves of
aureliana velutina sendtner (solanaceae) in wistar rats", is in agreement with
the a actual Brazilian legislation ( Lei N° 11.794, 2008), Normative Resolutions
edited by CONCEA/MCTI, the DBCA (Brazilian Practice Guideline for the Care
and Use of Animals for Scientific Purposes and Teaching) and the Guidelines of
Practice the Buthanasia recommended by CONCEA/MCTI therefore being
approved by the Committee on March 21, 2019 valid for 12 months.
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\_J Prof. *Atima Clemente Alves Zuanon

Presidente
Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA/UFV



