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RESUMO

ESTEVAM, ETHIENE CASTELLUCCI. Avaliacdo da Toxicidade Pré-Clinica
das Cascas do Caule de Zizyphus joazeiro Mart. em camundongos
(Dissertagao). Programa de Pds-Graduagao em Produtos Naturais e Sintéticos
Bioativos.

Zizyphus joazeiro Mart. € uma planta da familia Rhamnaceae, popularmente
conhecida como “juazeiro” ou “uad”’, sendo suas folhas e cascas
tradicionalmente empregadas pela populacdo do nordeste do Brasil como
febrifuga, antiiflamatéria, no tratamento de problemas gastricos, doencgas de
pele e como agente de limpeza dos cabelos e dentes. A ampla utilizagdo desta
espécie vegetal pela populacdo com fins medicinais justifica estudos de
toxicidade que garantam a seguranga de seu uso. Neste sentido nos propomos
realizar uma avaliagéo toxicoldgica pré-clinica do extrato etandlico das cascas
do caule de Zizyphus joazeiro seguindo a Resolugdo Especifica (RE) n°
90/2004 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), empregando-se
camundongos Swiss albinos de ambos os sexos. Este estudo consistiu
inicialmente da realizagdo de uma triagem farmacoldogica com intuito de
verificar os efeitos do extrato sobre o Sistema Nervoso Central e Sistema
Nervoso Autbnomo. Em etapas posteriores, realizou-se a analise da variagao
ponderal e do consumo de agua e de alimentos. Os parametros bioquimicos e
hematologicos também foram monitorados. A influéncia do extrato sobre o
Sistema Nervoso Central foi mais uma vez analisada utilizando metodologias
psicofarmacologicas e as provaveis alteragdes toxicologicas foram
confrontadas com a avaliacdo histopatolégica. No ensaio toxicolégico agudo
em que foi utilizada a dose unica de 2000 mg/kg por via oral com observagéo
dos animais durante 14 dias, as fémeas apresentaram leucopenia e
neutropenia e tiveram sua ingestdo de ragdo aumentada, nos machos a
ingestdo de agua e os niveis séricos de uréia apresentaram-se diminuidos,
enquanto os de creatinina aumentaram. No estudo toxicologico crénico
administrou-se as doses de 7 mg/kg (dose de uso popular), 35 mg/kg (5 x a
dose de uso popular) e 175 mg/kg (25 x a dose de uso popular) aos
camundongos por 90 dias. Durante o tratamento, ndo foram observadas
alteragdes sobre temperatura corporal, glicemia caudal, comportamento
(campo aberto), coordenagdo motora e tbnus muscular (rota rod) dos animais.
Porém, houve alteragbes na ingesta de alimento e agua, sendo esta ultima,
mais intensa nas fémeas (redugdo no consumo de agua). Ao final do periodo
de administracéo e 30 dias apos este periodo, foram constatados niveis séricos
de creatinina elevadas em machos e fémeas, diminuicdo da uréia em machos,
além de leucopenia, neutropenia e monocitose em ambos 0s sexos. A analise
histolégica das visceras revelou alteragdes renais, hepaticas e pulmonares com
multiplos focos de infiltragao linfocitaria. A analise dos resultados obtidos neste
estudo com o extrato etandlico das cascas do caule de Zizyphus joazeiro por
via oral permite concluir que, apesar das indicagbes populares, esta planta
apresentou toxicidade e assim estudos posteriores sao necessarios para
melhor esclarecer a seguranga quanto ao seu uso, principalmente sua
utilizacao topica.

Palavras-chave: Toxicidade, Zizyphus joazeiro, creatinina.
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ABSTRACT

ESTEVAM, ETHIENE CASTELLUCCI. Evaluation of pre-clinical toxicicity of
the ethanolic extract of the stembark from Zizyphus joazeiro Mart.
(Dissertation). Programa de Pds-Graduagao em Produtos Naturais e Sintéticos
Bioativos.

Zizyphus joazeiro Mart. is a plant of the family Rhamnaceae, popularly known
as "juazeiro" or "jua", and its leaves and bark traditionally employed by the
population of northeastern Brazil as febrifuge, anti-inflammatory, to treat
stomach problems, skin diseases, and as agent for cleaning of hair and teeth.
The wide use of plant species by the population with medical purposes justify
the toxicology studies to ensure the safety of its use. Therefore we propose hold
a pre-clinical toxicological evaluation of ethanolic extract of the stembark of the
Zizyphus joazeiro according to National Agency of Sanitary Surveillance of
Brazil (ANVISA) in its Resolution n® 90/2004, using Swiss albino mice of both
sexes. This study consisted initially of a pharmacological screening in order to
check the effects of the extract on the Central and Autonomous Nervous
System. In subsequent stages, held on analysis of the variation in weight in the
consumption of water and food. The biochemical and hematological parameters
were also monitored. The influence of the extract on the Central Nervous
System was once again examined using psychopharmacological methodologies
and likely toxicological changes were confronted with the histopathological
evaluation. In acute toxicological test was used in which a single dose of 2000
mg/kg orally with observation of the animals for 14 days, the females showed
leukopenia and neutropenia and had increased their intake of feed, while the
males decreased the intake of water, serum urea, while creatinine increased. In
chronic toxicological study were administered doses of 7 mg/kg (dose of
popular usage), 35 mg/kg (5 x dose of popular usage) and 175 mg/kg (25 x
dose of popular usage) to mice for 90 days. During treatment, no changes were
observed on body temperature, blood glucose, behavior (open field), motor
coordination and muscular tone (rota rod) of the animals. However, there were
changes in the intake of food and water, and the latter, more intense in females
(reduction in water consumption). At the end of the administration and 30 days
after this period were observed serum creatinine higher in males and females,
decreased urea in males, and leukopenia, neutropenia and monocytosis in both
sexes. The histological analysis of viscera revealed renal, liver and lung with
multiple outbreaks of lymphocyte infiltration. The analysis of the results obtained
in this study with ethanolic extract of the stembark of the Zizyphus joazeiro
orally indicates that, despite popular indications, this plant showed toxicity and
thus subsequent studies are needed to better clarify the security on its use,
mainly its topical use.

Key words: Toxicity, Zizyphus joazeiro, creatinine.
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1.INTRODUCAO

1.1.TOXICOLOGIA DE PLANTAS MEDICINAIS

As plantas, desde os primordios dos tempos, sdo fundamentais tanto na
alimentagdo quanto na cura de enfermidades. Sua utilizagdo € como recurso
terapéutico é baseada na cultura popular, constituindo um emprego
predominantemente empirico. Apesar disso, elas continuam a ser usadas pela
populacdo e nao foram substituidas pelos farmacos sintéticos por varios
motivos, como sua eficacia, o custo elevado dos medicamentos alopaticos
convencionais e a falta de acesso aos mesmos. Tal valorizagdo das plantas
medicinais impulsionou a busca de informacdes comprovadas cientificamente
sobre sua segurancga e eficacia terapéutica (COSTA, 1994; ROBBERS et al.,
1997; SIMOES et al., 2000).

Anadlises dos dados de prescricdes dispensadas nas farmacias das
comunidades dos Estados Unidos entre 1959 e 1980 indicam que 25%
continham extratos de plantas ou principios ativos derivados de plantas e que
119 substéncias quimicas derivadas de 90 espécies vegetais poderiam ser
consideradas drogas importantes em uso corrente em um ou mais paises
(FARNSWORTH, 1993). Dentre estes medicamentos 74% foram descobertos
como resultado de estudos quimicos direcionados ao isolamento de
substancias ativas de plantas usadas na medicina tradicional (GURIB-FALKIM,
2006).

A Organizagdo Mundial de Saude classificou 252 drogas como
medicamentos bdasicos e essenciais e dentre estas, 11% sdo exclusivamente
originarias de plantas e um numero significante € de farmacos sintéticos
obtidos de precursores naturais (RATES, 2001).

Assim, as plantas sao fontes importantes de moléculas biologicamente
ativas que podem ser utilizadas nao apenas como modelo para a sintese e
obtencao de novos farmacos, mas também como uma nova possibilidade de
intervencgao terapéutica (SCHENKEL et al., 1999; MCCHESNEY, 1996).

A planta possui um laboratério quimico unico no qual as células vegetais
utiizando substancias quimicas simples e fontes de energias naturais,

conseguem sintetizar substancias complexas e fundamentais para a vida do



homem (CASTELLANO, 1981). O numero total de produtos naturais produzidos
por plantas esta estimado em torno de 500.000 (DEMAIN, 2000). Assim, ao se
estudar uma planta com relacdo as suas caracteristicas fitoquimicas, deve-se
considerar a existéncia de dois grupos distintos de metabdlitos, que séo
importantes para seu desenvolvimento: metabdlitos primarios e metabdlitos
secundarios.

Alguns metabdlitos secundarios possuem reconhecida importancia
comercial, pois sdo biologicamente ativos e, como muitos deles possuem
propriedades terapéuticas importantes, sdo considerados principios ativos para
varios medicamentos, tais como a digoxina, a quinina, a morfina e o acido
salicilico (MARASCHI; VERPOORTE, 1999).

Quando se fala em drogas de origem vegetal € importante manter em
mente certas distingcbes conceituais. As plantas podem ser usadas como
recursos terapéuticos de diversos modos, como chas ou outros remeédios
caseiros ou podem ser submetidas a extragdes sucessivas e procedimentos de
purificacdo para isolar os compostos de interesse que possam ser ativos
(RATES, 2001).

Segundo a Agéncia de Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA,
medicamento fitoterapico é um produto obtido por processos tecnologicamente
adequados, empregando exclusivamente matérias-primas vegetais, com
finalidade profilatica, curativa, paliativa ou para fins de diagndstico. E
caracterizado pelo conhecimento da eficacia e dos riscos de seu uso, bem
como pela reprodutibilidade e constancia de sua qualidade. N&o se considera
medicamento fitoterapico aquele que, na sua composi¢ao, inclua substancias
ativas isoladas, de qualquer origem, nem as associagdes destas com extratos
vegetais (RDC n° 17/2000).

No Brasil, o uso de plantas medicinais como alternativa terapéutica é
uma pratica realizada por milhares de brasileiros, sendo influenciada por
fatores sociais, econdbmicos e culturais. Frente a esta realidade, faz-se
necessaria a adogdo de medidas que visem a ampliacdo das pesquisas e
propiciem o uso seguro das plantas medicinais.

Apesar de muitas plantas serem usadas ha séculos e serem obviamente
“naturais”,a percepgéao popular de que este atributo sozinho garante seguranga

€ tdo ingénua quanto a suposicdo de que seu tempo de uso comprava sua



eficacia (TALALAY; TALALAY, 2001). E neste contexto que a percepcéo
popular de que produtos naturais n&o apresentam toxicidade surge, uma vez
que o aparecimento de efeitos toxicos do produto € apenas ligado ao seu uso
quando os efeitos ocorrem imediatamente apds a administragéo (FERES et al.,
2006).

No entanto, é preciso lembrar que um remédio pode ser transformado
em veneno através da interferéncia de diversos fatores relacionados tanto a
condicdo de exposicao ao produto utilizado como dose, frequéncia de uso e /
ou exposicao e forma farmacéutica quanto ao organismo usuario como idade,
sexo, raga e estados fisiopatoldgicos (AMARAL; BARCIA, 2003). Sendo assim,
parece que o grande problema esta associado ao uso inadequado dos
produtos, ja que os efeitos maléficos ou benéficos dos medicamentos
dependem inicialmente, de sua forma de utilizacdo (MARIZ, 2007).

Muitos, se ndo a maioria, dos produtos a base de plantas utilizados na
medicina alternativa compreendem multiplos componentes que ainda nao
foram rigorosamente caracterizados, sdo dificeis de quantificar e variam
qualitativamente e quantitativamente de planta para planta, em diferentes
partes da planta e de acordo com os estagios de desenvolvimento e condi¢gdes
de crescimento da planta (TALALAY; TALALAY, 2001).

Todos os produtos derivados de plantas usados como drogas devem ser
avaliados para seguranga e eficacia por métodos idénticos aqueles usados
para novos compostos sintéticos. Esta pratica inclui avaliagao pré-clinica de
seguranca e eficacia, estudos controlados de fase clinica (placebo -
controlados, randomizados, duplo — cegos, estatisticamente validados) com
consentimento dos participantes da pesquisa e a exigéncia de que tais estudos
sejam conduzidos de acordo com regulamentagdes federais (TALALAY;
TALALAY, 2001).

Um tema bastante importante na toxicologia € a busca por modelos in
vitro e in vivo que sejam preditivos dos efeitos adversos em humanos expostos
a substancias quimicas. A condugao dos estudos toxicolégicos em animais de
laboratério deve ser baseada na suposicdo de que a escolha dos modelos
animais e do modelo dos estudos é realmente capaz de predizer os riscos para

a saude humana e a identificacdo de qualquer falha nesta predicdo levaria a



uma revisdo dos regulamentos existentes, estimulando a busca por novos
métodos de avaliagao toxicoldgica (OLSON et al., 2000).

Testes in vitro sao considerados métodos alternativos para avaliacbes
toxicoldgicas, ja que existe uma grande preocupagéao ética em relagédo ao uso
de animais de laboratério (MARIZ, 2007). Os ensaios de citotoxicidade basal in
vitro foram validados e sdo empregados como uma importante ferramenta para
reduzir o numero de animais numa avaliagdo de toxicidade aguda sistémica.
Estes testes sdo considerados preditivos de toxicidade humana por basearem-
se no conceito de que as fungbes celulares basais suportam as fungdes
especificas dos orgaos. Porém, dados como o efeito dos metabdlitos das
drogas investigadas nao podem ser obtidos neste tipo de estudo
(VALADARES, 2006).

Olson et al. (2000), mostraram que houve taxa de concordancia positiva
entre a toxicidade humana e espécies roedoras e nao roedoras de 71%, com
0s nao roedores sozinhos sendo preditivos para 63% de toxicidade humana e
os roedores sozinhos por 43%. A mais alta incidéncia da concordancia total foi
vista na toxicidade humana ocorrida nos sistemas hematoldgico,
gastrointestinal e cardiovascular. Os pesquisadores concluiram entdo, que os
resultados desta investigagdo suportam o valor dos estudos toxicoldgicos in
vivo como preditivos para muitas toxicidades humanas significantes associadas
com medicamentos.

No Brasil, a Resolugdo RDC n° 48, de 16 de margo de 2004, que dispde
sobre o registro de medicamentos fitoterapicos, determina que um dos critérios
para a avaliagdo da seguranga de uso e indicagbes terapéuticas é a
apresentagao da comprovacgao de seguranga de uso (Toxicologia pré-clinica e
Toxicologia clinica) e de eficacia terapéutica (Farmacologia pré-clinica e
farmacologia clinica) do medicamento. Os ensaios clinicos deverdo atender as
exigéncias estipuladas pelo Conselho Nacional de Saude-CNS através das
Resolugdes 196/96 e 251/97. Os ensaios de toxicologia pré-clinica deverao
utilizar como parametros minimos o GUIA PARA A REALIZACAO DE
ESTUDOS DE TOXICIDADE PRE-CLINICA DE FITOTERAPICOS, que é
normatizado pela Resolu¢cao RE n°90, de 16 de margo de 2004.

Este guia tem por objetivo indicar métodos padronizados para os

estudos de Toxicologia pré-clinica de acordo com a resolugcédo vigente para



Registro e renovagao de registro de fitoterapicos. De acordo com este guia,
deverdo ser realizados ensaios para avaliagcdo de Toxicidade aguda (avalia a
toxicidade apds exposi¢cao a uma dose unica ou dose fracionada administrada
no periodo de 24 horas), ensaios para avaliacdo de Toxicidade de doses
repetidas (avalia a toxicidade apds a exposicdo a doses repetidas) e estudos
sobre Genotoxiciade (devem ser efetuados quando houver indicagdo de uso

continuo ou prolongado do medicamento em humanos).



1.2.CONSIDERACOES GERAIS SOBRE PARAMETROS BIOQUIMICOS
SERICOS

De acordo com a RE 90 (2004), dentre os efeitos que devem ser
avaliados nos estudos toxicolégicos, tanto agudos quanto crénicos, estdo
aqueles indicados por alteragdes nos parametros bioquimicos séricos dos
animais submetidos a tratamento. Deste modo, algumas consideragdes gerais
sobre o significado destes parametros devem ser feitas, e serdo a seguir

expostas.

Glicemia: a determinacdo dos niveis de glicemia permite a avaliagao da
homeostasia da glicose sanguinea. O figado exerce influéncia sobre o nivel
glicémico através da conversao reversivel da glicose a glicogénio
(glicogénese), sintese de glicose a partir de gordura e proteinas
(gliconeogénese) e da quebra de glicogénio liberando glicose para a corrente
sanguinea (glicogendlise). O nivel de glicemia também ¢é influenciado pelo
pancreas, através dos hormoénios insulina e glucagon, capazes de regular a
utilizacdo da glicose pelos tecidos, sendo que sua homeostasia normal €&
dependente da interacdo entre a sensibilidade dos tecidos a insulina e sua
secrecgao (RAVEL, 1997; AMARAL, 2000).

Uréia: € um produto de degradagao contendo nitrogénio, proveniente do
metabolismo das proteinas. O figado normal desfaz-se do nitrogénio dos
aminoacidos por transaminacdo com a formagdo de acido glutdmico. Em
adicdo, a amoénia produzida em diversos tecidos pode ser removida pela
aminacédo do acido glutamico com a formagédo da glutamina. O nitrogénio é
entdo liberado no figado como amédnia e entra no ciclo da uréia e ao final do
qual forma-se, como o nome ja diz, uréia que é livremente filtrada pelos
glomérulos, sendo que cerca de 40% séao reabsorvidos nos tubulos proximais.
A filtracdo € dependente da velocidade do fluxo urinario, ligado diretamente ao
grau de hidratagdo. Apesar de ser um marcador da fungao renal, € considerada
menos eficiente do que a creatinina pelos diferentes fatores nao renais que
podem afetar sua concentracao (MEZEY, 1982; RAVEL, 1997).



Creatinina: € um produto metabdlico da fosforilagdo da creatina fosfato
no musculo. Sua producgao é relativamente constante, sendo que seus niveis
sanguineos sdo muito estaveis. A excrecao € feita através da combinacao de
fitracdo glomerular e secreg¢do tubular. Suas concentragdes séricas de
creatinina juntamente com as de uréia sao testes tradicionais de triagem da
fungao renal (RAVEL, 1997; TRAVLOS et al., 1996).

Acido Urico: é o produto final do metabolismo das purinas provenientes
de fonte exdégena (dieta) ou enddgena. Sua formacado é predominantemente
hepatica, contudo outros érgdos como intestino delgado e rins, também podem
contribuir com sua formacdo. O Acido urico é prontamente ultrafiltrado e
dializado do plasma. Porém, muitos fatores endégenos, incluindo o nivel do
volume do fluido extracelular, taxa de fluxo urinario, pH e horménios podem
influenciar sua depuragéao renal (SICA; SCHOOLWERTH, 2002).

Lipideos Séricos: os principais lipideos do plasma sao: colesterol,
ésteres do colesterol, ftriglicerideos, fosfolipideos e acidos graxos néao
esterificados. Trata-se de substancias insoluveis em agua, necessitando ser
transportados na forma de lipoproteinas.

A principal fungao das lipoproteinas plasmaticas parece ser o transporte
de triglicerideos e colesterol de seus locais de origem como intestino (origem
exdgena) e figado (origem enddgena) para locais de armazenamento e
utilizagdo. Os triglicerideos e o colesterol entram entdo no plasma como
lipoproteinas (quilomicrons e VLDL) e sofrem mudancgas intravasculares sendo
hidrolizados pela enzima lipase lipoprotéica a acidos graxos e monoglicerideos
(SCHIAVO et al., 2003). Desta forma € mantido um delicado equilibrio organico
para que as células sejam supridas com lipideos, sem que haja acumulo
excessivo dos mesmos. A elevagao dos niveis de um ou mais componentes
lipidicos na corrente sanguinea esta correlacionada com o surgimento de
doenca arterial coronariana (GONCALVES et al., 2006).



Colesterol Total: o colesterol € um esterol proveniente da dieta, e da
sintese enddgena pelo figado a partir do acetato, sendo encontrado em todos
os tecidos animais desempenhando fungdes fisioldgicas, como a sintese de
acidos biliares, vitamina D, horménios esterdides e constituintes das
membranas plasmaticas celulares. O colesterol sérico total inclui todo o
colesterol presente nas varias lipoproteinas, sendo o principal componente das
LDL (Lipoproteinas de Baixa Densidade), e um constituinte em menor
proporgao das HDL (Lipoproteinas de Alta Densidade ) e VLDL ( Lipoproteinas
de Densidade Muito Baixa) (RAVEL, 1997). E importante ressaltar que o HDL
tem papel vital no transporte do excesso de colesterol dos tecidos extra-
hepaticos de volta para o figado, para que seja excretado através da bile
(transporte reverso de colesterol) (SCHIAVO et al., 2003).

Triglicerideos: sao ésteres de acido graxos de glicerol provenientes da
dieta e do figado. Representam a maior quantidade de gordura no organismo e
tém como fungao principal € armazenar e providenciar energia para as células.
Os triglicerideos sdo encontrados primariamente nos quilomicrons e nas VLDL
e sua concentacgao plasmatica é dada pelo balango entre as taxas de entrada e
de eliminagdo dessas moléculas no organismo. Os niveis de triglicerideos
podem ser influenciados por diversos fatores como obesidade, estresse agudo
interno, estrogenioterapia, dieta, pacreatite aguda, diabetes e sindrome
nefroldgica, entre outros (RAVEL, 1997).

Aminotransferases: embora essas enzimas nao sejam 0&érgao —
especificas, sendo encontradas em varios tecidos do organismo, seus niveis
séricos elevam-se mais frequentemente nos casos de doenca hepatica,
podendo refletir dano ao figado, razao pela qual, varios autores as denominam
enzimas hepaticas. A determinacdo da atividade sérica dessas enzimas
possibilita estabelecer o tipo de lesao hepatica, seja hepatocelular ou
colestatica (MINCIS; MINCIS, 2007).

Aspartato — Aminotransferase (AST): antigamente denominada

transaminase oxaloacética (TGO), é encontrada em ordem decrescente de
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concentracdo no figado, musculos cardiaco e esquelético, rins, cérebro,
pancreas, pulmoes, leucocitos e eritrécitos estando presente tanto no
citoplasma quanto nas mitocondrias destas células (RAVEL, 1997; MINCIS;
MINCIS, 2007).

Alamina - Aminotransferase (ALT): antigamente denominada
transaminase pirurica (TGP), € uma enzima encontrada em pequenas
quantidades nos rins, coragdo e musculatura esquelética tendo, porém, seus
niveis mais elevados no figado, podendo por este motivo ser considerada
marcador especifico de dano hepatico. Esta presente no citoplasma das células
e sua atividade sérica é usada como biomarcador da integridade hepatocelular,
embora haja pouca correlagéo entre a intensidade de dano hepatico e niveis de
transaminases (RAVEL, 1997; MINCIS; MINCIS, 2007).

Fosfatase Alcalina: trata-se de um grupo de enzimas fortemente
relacionadas e com atividade maxima em pH de aproximadamente 10. E
encontrada em praticamente todos os tecidos do organismo, sendo suas
maiores concentragdes observadas no figado e epitélio do trato biliar, nos
0sso0s, mucosa intestinal e placenta. Embora até hoje sua fungdo néo esteja
bem definida, a fosfatase alcalina parece estar envolvida com transporte de
lipideos no intestino e nos processos de calcificagao dssea. Na pratica clinica,
a grande utilidade esta na investigagdo de doencas hepatobiliares e em
doengas Osseas em que ocorre aumento de atividade osteoblastica (RAVEL,
1997)

Proteinas Séricas: consistem em albuminas e globulinas, atuando de
forma livre ou como proteinas transportadoras. As concentra¢des de proteinas
séricas podem ser afetadas pela fungcéo dos rins e do figado. A Albumina é
sintetizada no figado, sendo bastante ativa na manutengao da pressao oncética
do soro e atuando também como proteina de transporte para certas
substancias como alguns medicamentos. O termo globulinas refere-se a porgéao
nao albuminica das proteinas séricas e incluem glicoproteinas, lipoproteinas e
imunoglobulinas que exercem fungbes mais variadas do que albumina,

formando um sistema de transporte de substancias e constituindo o sistema de
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anticorpos, proteinas de coagulagdo, sistema complemento e algumas
substacias de funcdo especial, como as proteinas de reagdo aguda em
processos inflamatorios (RAVEL, 1997; TRAVLOS et al., 1996).

Eletrélitos Séricos:

Sodio (Na*): € o cation que existe em maior quantidade nos liquidos
extracelulares, participando do equilibrio hidroeletrolitico, da transmissdo dos
impulsos nervosos e da contragdo muscular. E importante ressaltar que o
equilibrio hidroeletrolitico é regido por importante principio fisiolégico: a agua
vai para onde for o sédio. Seus niveis podem ser influenciados por diversos
fatores, incluindo a ingestdo através da dieta, disturbios do trato
gastrointestinal, ingestdo H,O e funcdo renal (RAVEL, 1997; EVORA et al.,
1999).

Cloreto (CI'): € o @nion extracelular mais abundante, sendo afetado pelas

mesmas condi¢gdes que afetam o sédio (RAVEL, 1997).

Potassio (K*): é o principal cation intracelular que regula a excitabilidade
neuromuscular e a contratilidade muscular. O potassio € necessario para a
formagdo de glicogénio, sintese protéica e correcao do desequilibrio acido-
base. Sua importancia neste desequilibrio se explica pelo fato de que os ions
K" competem com ions hidrogénio (H*). Além disso, ocorre permuta com Na*
nos tubulos renais e deste modo, a retencdo de sédio € acompanhada por
eliminacéo de potassio (EVORA et al, 1999).

Calcio (Ca™): ocupa o 5° lugar entre os elementos mais abundantes do
corpo humano, sendo necessario para a integridade e estrutura de membranas
celulares, condugao adequada dos estimulos cardiacos, coagulagéo sanguinea
e crescimento 6sseo. O calcio sérico total é constituido de calcio ionizado,
calcio ndo difusivel (formando complexos com anions protéicos) e sais de
calcio, como citrato e fosfato de calcio. O calcio contido nos liquidos organicos
representa apenas uma pequena fragdo do calcio total, ja que a maior parte

encontra-se em o0ssos e dentes. Sua regulacdo no liquido extracelular se da
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através da acdo dos horménios das tiredides e paratiredides (EVORA et al.,
1999).

Magnésio (Mg™™): é o quarto cation mais comum do organismo e ocupa o
segundo lugar por ordem de importancia entre os cations do liquido intracelular.
O magnésio é importante para a sintese protéica, ativacdo enzimatica e
fosforilagdo oxidativa. Exerce influéncia sobre a troca renal de ions potassio e
hidrogénio e afeta os niveis de calcio. Além disso, desempenha importante
papel no controle do musculo pelo sistema nervoso a nivel da juncgao
neuromuscular, retardando a transmissdo dos impulsos nervosos por inibicao
da acetilcolina. Seus niveis sao regulados de forma indireta, dependendo da
eliminacao renal e do horménio das paratiresides (RAVEL, 1997; EVORA et al.,
1999).
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1.3. Zizyphus joazeiro Mart.

Zizyphus joazeiro Mart € uma arvore frondosa de porte mediano
podendo atingir até 16 metros de altura e ramos armados com fortes espinhos
pertencente a familia Rhamnaceae, que cresce em tabuleiros aridos e
pedregosos, possui flores pequenas amarelo-esverdeadas e fruto drupaceo
com carogo grande envolto por polpa branca e mucilaginosa. Conserva-se
sempre verde, mesmo nas mais rigorosas secas gragas a sua capacidade de
coletar a escassa umidade existente no solo. E nativa do nordeste do Brasil e
ocorre proximo aos vales sertanejos desde o estado do Piaui até o norte de
Minas Gerais (TRIGUEIRO, 1981; LORENZI; ABREU MATQOS, 2002).

Popularmente conhecida como juazeiro, joazeiro, joa, jua-espinho ou
laranjeira-de-vaqueiro, tem suas cascas e folhas tradicionalmente empregadas
na medicina popular do nordeste, na forma de extrato aquoso para tratamento
de problemas gastricos, de febres das mais diversas origens, alivio da tosse,
antiinflamatorio, como agente de limpeza dos cabelos e dos dentes e como
medicamento para doengas de pele (LORENZI; ABREU MATOS, 2002;
OLIVEIRA et al., 2007).

O amplo emprego dessa planta nas praticas caseiras da medicina,
odontologia e cosmética aplicadas pela populagao, € motivo suficiente para sua
escolha como tema de estudos quimicos e farmacoldgicos, visando seu melhor
aproveitamento (LORENZI; ABREU MATOS, 2002).

FIGURA 1- Zizyphus joazeiro Mart.: aspecto geral, partes aéreas, flores e frutos

(Fonte: www.plantarum.com.br)
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2.0.0BJETIVOS

2.1.0BJETIVO GERAL

+ Realizar ensaios toxicologicos pré-clinicos com o extrato etandlico das
cascas do caule de Zizyphus joazeiro, de acordo com a Resolucdo RE
n°® 90/2004, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.

2.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

+ Avaliar a toxicidade aguda do extrato etandlico das cascas do caule de
Zizyphus joazeiro utilizando camundongos Swiss albinos através da
observacdo de parametros comportamentais, ponderais, metabdlicos,

hematologicos, bioquimicos e anatomopatoldgicos.

+« Avaliar a toxicidade cronica do extrato etandlico das cascas do caule de
Zizyphus joazeiro utilizando camundongos Swiss albinos através da
observagcdo de parametros comportamentais, ponderais, metabdlicos,

hematoldgicos, bioquimicos e anatomopatoldgicos.

% Avaliar a seguranga na utilizacdo desta planta para fins medicinais na
intenc&do de contribuir com seu uso racional e consequentemente para a

melhoria da saude e qualidade de vida da populagao.
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3.0.MATERIAIS E METODOS
3.1.LOCAL DA PESQUISA

As atividades desta pesquisa foram realizadas no Laboratério de
Ensaios Toxicolégicos (LABETOX) e no Biotério Prof. Thomas George do
Laboratério de Tecnologia Farmacéutica Prof. Delby Fernandes Medeiros (LTF)
da Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

3.2.MATERIAIS
3.2.1.MATERIAL BOTANICO

Foram utilizadas as cascas do caule de Zizyphus joazeiro, coletadas no
més de julho de 2006 na cidade de Passira, estado de Pernambuco cuja
identificacdo botanica foi realizada no Herbario UFP Geraldo Mariz da
Universidade Federal de Pernambuco, onde uma excicata encontra-se

depositada sob o numero de registro 48.432.

3.2.2.ANIMAIS

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) Swiss albinos adultos,
machos e fémeas (nuliparas e ndo gravidas), pesando entre 28 e 30 gramas,
fornecidos pelo Biotério Prof. Thomas George do Laboratério de Tecnologia
Farmacéutica Prof. Delby Fernandes Medeiros - da Universidade Federal da
Paraiba (LTF/UFPB). Os animais foram agrupados em gaiolas de polietileno,
mantidos sob condigbes controladas de temperatura de 21+ 1°C, sem uso de
qualquer medicagdo, tendo livre acesso a comida (tipo pellets de ragao da
marca Purina®) e agua potavel disponivel em garrafas graduadas de
polietileno, com bicos em metal, colocadas nas grades metalicas das gaiolas
na sua parte superior.

Os animais foram mantidos em ciclo claro-escuro de doze horas. Antes

da realizacdo de qualquer protocolo experimental, os animais foram colocados
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no ambiente de trabalho, pelo menos 30 minutos antes da execucao do

experimento.

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
Animal (CEPA) do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica da Universidade

Federal da Paraiba sob o n° de protocolo 0102/07.

3.2.3.APARELHAGEM

v Analisador bioquimico automatico — Cobas Mira Plus® -
Roche Diagnostic System - para determinag¢des bioquimicas no soro;

v Analisador de ions seletivos, 9180 Electrolyte Analyzer
Roche®, para determinagdes dos ions sodio, potassio;

v Analisador hematoldgico celular automatico — ABX Vet
ABC® - Horiba - para determinacdo dos parametros hematolégicos. Os
esfregacos sanguineos foram analisados em microscépio Olympus®;

v Balanca analitica marca AID® - HR — 120g — Jap3o;

v Balanca eletronica BG — 8000 GEHAKA®;

v Centrifuga BIO ENG® BE 4000.

4 Glicosimetro OPTIUM® Medisense Abbott: monitor de
glicemia com fitas reativas;

v Microscopio Olympus® utilizado nas analises
histopatoldgicas;

v Termb&dmetro digital, modelo MC — 3BC®, OMRON/China.

v Rota-rod

v Campo Aberto
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3.3 METODOLOGIA

3.3.1.0BTENC}AO DO EXTRATO ETANOLICO BRUTO DAS CASCAS DO
CAULE DE Zizyphus joazeiro

O Extrato Etandlico Bruto das cascas do caule de Zizyphus joazeiro foi
fornecido pela Profa. Dra. Claudia Sampaio de Andrade Lima do Laboratoério de
Biofisica Quimica, Departamento de Biofisica e Radiobiologia da Universidade
Federal de Pernambuco.

As cascas do caule secas e pulverizadas foram submetidas a uma
extragdo inicial utilizando-se hexano. Apos filtragcdo foram obtidos o Extrato
Hexanico Bruto e um residuo, sendo este ultimo submetido a maceragao em
etanol a 70%. O extrato resultante foi concentrado a vacuo em rota-evaporador
até a secura, fornecendo o Extrato Etandlico Bruto (EEB), utilizado nos ensaios

toxicolégicos. O procedimento de extracdo é esquematizado no fluxograma a

seqguir.
Cascas do caule de Zizyphus joazeiro secas e pulverizadas
Maceracdo em Hexano (3x de 24hrs)
Filtragdo
Residuo ‘
Maceracdo em Etanol 70% Extrato Hexanico
(3x de 24hrs)
Concentragdo em Rota- Bruto

evaporador

Extrato Etandlico
Bruto seco (EEB)
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3.3.2. ENSAIO TOXICOLOGICO PRE-CLINICO AGUDO

Com o objetivo de mapear possiveis alteragbes comportamentais,
sugestivas de atividade sobre o Sistema Nervoso Central (SNC) ou no Sistema
Nervoso Autdonomo (SNA), foi realizado experimento, utilizando-se protocolo
experimental elaborado pelo Setor de Psicofarmacologia do LTF-UFPB e
descrito por Almeida et al. (1999). Grupos de camundongos, sendo 6 machos e
6 fémeas, colocados 6 animais por caixa, receberam a dose de 2000mg/Kg de
peso corporal por via oral. Apos o tratamento foram observados os efeitos
gerais apresentados pelos animais experimentais nos tempos: 30, 60, 90, 120,
180 e 240 minutos no primeiro dia e uma vez ao dia, sempre no mesmo

horario, nos 13 dias seguintes.

Um grupo também com 12 animais (6 machos e 6 fémeas) foi tratado
com o veiculo de diluigdo do extrato (adgua), permanecendo como grupo

controle.

3.3.2.1. CONSUMO DE AGUA E ALIMENTOS

Foi avaliado o consumo de ragao na forma de pellets pelos animais, em
ambos os sexos, desde a 242 hora e até 14 dias apds a administracdo da dose.
Para avaliar o consumo de &agua, mamadeiras graduadas cheias foram
colocadas e, no dia seguinte, o volume de agua ingerido pelos animais foi
mensurado. Em relagdo aos alimentos, a racao foi colocada diariamente e, no

dia posterior, 0 peso consumido de ragao foi contabilizado.

3.3.2.2. PESO CORPORAL

A pesagem dos animais foi realizada antes da administragdo do extrato

e no 14° dia apds o tratamento.
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3.3.2.3.AVALIACAO LABORATORIAL DE SANGUE

Apos 14 dias de observagédo e sendo observado um jejum prévio de 06
horas, os animais foram sacrificados por tracéo cervical e amostras de sangue
coletadas através de sangria do plexo braquial, de todos os animais, machos e
fémeas, dos grupos tratado e controle.

O sangue foi coletado em tubos contendo anticoagulante EDTA para
avaliacdo dos seguintes parametros hematologicos: contagem de hemacias,
hematdcrito, hemoglobina, volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina
corpuscular média (HCM), concentragdo hemoglobinica corpuscular média
(CHCM), contagem global e diferencial de leucocitos e contagem de plaquetas.
Foram feitos estiragos sanguineos que apods coloragdo com foram analisados
em microscopio éptico para confirmagdo e controle da contagem diferencial de
células sanguineas.

Para as analises bioquimicas, o sangue foi acondicionado em tubos
contendo gel separador, que foram centrifugados por 10 minutos a 3500 rpm,
para obtencdo do soro, destinado as dosagens dos seguintes parametros:
glicose, uréia, creatinina, transaminases AST e ALT, colesterol, trigliceridios,
acido urico, fosfatase alcalina, proteinas totais e albumina, sddio, potassio, e

magnesio.

3.3.2.4.ESTUDO ANATOMOPATOLOGICO

Quatorze dias ap6s o tratamento, 50% dos camundongos dos grupos
experimental e controle sacrificados por tracao cervical, tiveram suas visceras
examinadas macroscopicamente, com ressecgao e pesagem consecutiva de
pulmao (submetido a perfusao, via traquéia, com solugdo de formol a 10%),
coragao, figado e rins (seccionados por incisdo sagital). As secgdes teciduais
foram dos 6rgdos excisados foram fixadas em formalina (solugdo de formol a
10%) tamponada para posterior processamento histolégico seguindo métodos
usuais: desidratacdo com séries crescentes de alcool (70 a 100%),
diafanizagdo em xilol, impregnacédo e inclusdo em parafina. Em micrétomo, os

fragmentos tissulares foram seccionados em espessura de 3,0 um,
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subsequentemente submetidos a coloracido hematoxilina-eosina e examinados

ao microscopio optico.

3.3.3.ENSAIO TOXICOLOGICO PRE-CLINICO CRONICO

O estudo toxicoldgico foi realizado segundo Resolugdo RE n°90/2004 da

ANVISA, com algumas modificagdes, utilizando camundongos Swiss albinos.

3.3.3.1.TRATAMENTO DOS ANIMAIS

Os animais foram divididos em quatro grupos de 20 animais, sendo que
cada grupo foi composto por 10 machos e 10 fémeas, que foram tratados da

seguinte maneira:

eTrés grupos foram tratados diariamente, no turno da manha, por via
oral (gavagem), com doses de 7 mg/kg (uso popular), 35 mg/kg e 175 mg/kg do
Extrato Etanodlico de Zizyphus joazeiro, por um periodo de 13 semanas (90
dias)

Ao quarto grupo, controle, foi administrada agua, veiculo utilizado na

dissolucdo do extrato.

Além destes quatro grupos, outros 2 contendo 10 animais cada, sendo 5
machos e 5 fémeas foram formados, constituindo os grupos satélite. Estes
animais foram tratados durante 90 dias com as doses de 35 e 175 mg/kg do
Extrato Etandlico Bruto de Zizyphus joazeiro (EEB), porém so6 foram
sacrificados 30 dias apds o fim do experimento, para a verificagao da reversao

de um possivel quadro de intoxicagao

Foram avaliados os efeitos da administragdo prolongada do extrato, sobre
a temperatura, glicemia, consumo de agua e alimentos, evolugdo ponderal,
atividade exploratéria (teste de campo aberto) e motora dos animais,

parametros hematoldgicos e bioquimicos, considerando-se como padrdo os
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dados obtidos no grupo controle, sendo ainda realizados exames

histopatoldgicos dos érgaos dos camundongos em estudo.

3.3.3.2.TEMPERATURA

Para medida da temperatura corporal foi utilizado um termémetro digital
modelo MC — 3BC® — ORON/China, cujo termosensor lubrificado com vaselina
liquida foi introduzido pelo reto (atingindo o célon), quinzenalmente em todos

0s animais, a partir da quarta semana de tratamento.

3.3.3.3.GLICEMIA

Durante as treze semanas de tratamento, foram avaliados mensalmente
0s niveis glicémicos dos animais da seguinte forma: os camundongos foram
imobilizados em contentores plasticos e uma gota de sangue foi coletada na
veia caudal e analisada em fita reativa para dosagem de glicemia. A leitura foi

efetivada em monitor de glicemia, sendo observado jejum prévio de 06 horas.

3.3.3.4. CONSUMO DE AGUA E ALIMENTOS

Neste experimento foi avaliado o consumo de agua e de ragao na forma
de pellets pelos animais, em ambos os sexos, nas 13 semanas de tratamento.
Mamadeiras graduadas cheias foram colocadas e, no dia seguinte, o volume
de agua ingerido pelos animais foi mensurado. Quanto ao consumo de
alimentos, a ragao foi colocada diariamente, em caixas contendo 10 animais e,

no dia posterior, foi contabilizado o peso consumido de racéo.

3.3.3.5. PESO CORPORAL

A pesagem dos animais foi realizada semanalmente, para posterior

calculo de evolucao da curva ponderal.
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3.3.3.6. AVALIACAO COMPORTAMENTAL (TESTE DO CAMPO ABERTO)

Foi utilizado nesta metodologia, o aparelho de campo aberto, seguindo o
descrito por Carlini et al. (1986) para avaliar a atividade exploratéria dos

animais através:

X4

% Da movimentagcdo espontédnea (ambulagdo), registrada pelo
numero de cruzamentos, com as quatro patas, entre as divisbes
do campo;

% Da quantificagdo do comportamento de levantar sobre as duas
patas traseiras (Rearing);

% Da cronometragem do tempo de auto-limpeza (Grooming);

% Da contagem do numero de bolos fecais (defecagéo).

Esses parametros foram utilizados como indice da interferéncia do
extrato sobre o comportamento emocional do animal, indicando alteragdes
sobre o sistema nervoso central.

Quinzenalmente, uma hora apdés o tratamento, 50% dos animais dos
grupos tratados e controle foram expostos (durante 3 minutos para cada
animal) ao aparelho para a observacdo dos parametros acima descritos
(MANSUR et al., 1971).

E importante ressaltar que foram avaliados apenas 50% dos animais

neste protocolo, no intuito de minimizar a exposicao dos mesmos ao estresse.

3.3.3.7.AVALIACAO MOTORA (TESTE DE ROTA-ROD)

Este teste foi realizado também quinzenalmente, uma hora apods
administragao do extrato ou veiculo, colocando-se os animais ndo submetidos
ao teste de Campo Aberto na barra giratéria do aparelho Rota-rod, com
velocidade constante de 7,0 rpm,e registrando-se o tempo de permanéncia dos
mesmos na barra, com trés recondug¢des no aparelho até atingir o tempo
maximo de 3 minutos (MORAIS et al., 1998).

Os animais avaliados neste teste foram submetidos a um treinamento no
aparelho antes que se iniciasse o tratamento para constatar sua capacidade de

permanecer sobre a barra giratoria durante o periodo de tempo estabelecido.
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O objetivo deste protocolo foi verificar uma possivel interferéncia do
tratamento com a coordenagdo motora e o tdbnus muscular dos camundongos
(ALMEIDA et al., 2006).

3.3.3.8.AVALIACAO LABORATORIAL DE SANGUE

Apo6s o periodo de tratamento sendo observado um jejum prévio de 06
horas, os animais foram sacrificados por tracéo cervical e amostras de sangue
coletadas através de sangria do plexo braquial, de todos os animais, machos e
fémeas, dos grupos tratado e controle de acordo com metodologia descrita no
item 3.3.2.3.

3.3.3.9.ESTUDO ANATOMOPATOLOGICO

Apds os 90 dias de tratamento, 30% dos camundongos dos grupos
experimental e controle sacrificados por tragcado cervical, tiveram suas visceras
submetidas a exame necroscopico, com posterior ressecgdo e pesagem
consecutiva de pulmé&o (submetido a perfuséo, via traquéia, com solugédo de
formol a 10%), coragéo, figado, rins e bago (seccionados por incisdo sagital). O

processamento do material foi realizado como descrito no item 3.3.2.4.

3.4. ANALISE ESTATISTICA

Para analise estatistica dos resultados foram utilizados, o Teste “t” de
Student n&o pareado e Analise de Variancia (ANOVA), seguida do poés teste
mais adequado ao parametro avaliado utilizando-se o Software Graph Pad
Prism 4.0, sendo os resultados considerados significativos quando

apresentassem valores de p < 0,05.
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4.0.RESULTADOS

4.1.ESTUDO TOXICOLOGICO PRE-CLINICO AGUDO

4.1.1.AVALIACAO COMPORTAMENTAL

Nenhuma alteracdo comportamental foi evidenciada nos animais
tratados com a dose de 2000 mg/kg v.o. de EEB nos tempos 30, 60, 90, 120,

180 e 240 minutos ap6s a administragao ou durante os 14 dias de observacgao.

4.1.2.EVOLUCAO PONDERAL

Nao houve qualquer alteragdo na evolugao ponderal de camundongos
machos e fémeas tratados com o extrato na dose de 2000 mg/kg v.o. em
comparagao aos seus respectivos grupos controle. Os resultados séo vistos na
Tabela 1.

TABELA 1 — Ganho de peso médio (em gramas) por camundongo, machos e fémeas, apés 14
dias de tratamento a dose de 2000 mg/kg v.o. do EEB de Zizyphus joazeiro. Valores expressos
como média + e.p.m. (n=6). Teste “t” de Student.

GRUPOS

Machos Fémeas

Controle Tratado Controle Tratado

7,27+ 1,34 533+ 0,74 2,33+ 0,68 2,31 +0,85

4.1.3.CONSUMO DE AGUA

As fémeas que receberam o extrato apresentaram ingesta de agua
semelhante a do grupo controle, enquanto que os machos tratados tiveram sua
ingesta de agua reduzida em relagcdo a seu controle. Os resultados s&o

apresentados na Tabela 2 e Grafico 1.
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TABELA 2 - Consumo meédio didrio de dgua (em mL) por camundongo, machos e fémeas,
tratados com a dose de 2000 mg/kg v.o. de EEB de Z. joazeiro durante 13 dias de observagao.
Valores expressos como média + e.p.m. (n=6). Teste “t” de Student.***p<0,001.

GRUPOS

Machos

Fémeas

Controle Tratado

Controle

Tratado

10,27 £ 0,43 7,74 £ 0,41

Consumo de H,O (mL)
g

8,11+ 0,26

*k*

CONTROLE

TRATADO

8,01+ 0,15

GRAFICO 1 - Consumo médio diario de agua (em mL) por camundongos machos tratados com
a dose de 2000 mg/kg v.o. de EEB de Z. joazeiro durante 13 dias de observacado. Valores
expressos como média + e.p.m. (n=6). Teste “t” de Student. ***p<0,001.

4.1.4.CONSUMO DE ALIMENTOS

Os machos tratados com o extrato apresentaram consumo de alimentos

semelhante a do grupo controle, enquanto que as fémeas tratadas aumentaram

significativamente seu consumo de ragdo em comparagédo a seu controle. Os

resultados sdo apresentados na Tabela 3 e Grafico 2.
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TABELA 3 - Consumo médio diario de ragdo (em gramas) por camundongo, machos e fémeas,
tratados com a dose de 2000 mg/kg v.o. de EEB de Z. joazeiro durante 13 dias de observagao.
Valores expressos como média + e.p.m. (n=6). Teste “t” de Student.***p<0,001.

GRUPOS

Machos

Fémeas

Controle Tratado

Controle

Tratado

6,92 + 0,12 6,81 +0,18

D
[

N
1

Consumo de racéo (g)
N
[]

5,20+0,13

**k%*

o

CONTROLE

6,27 £ 0,19***

TRATADO

GRAFICO 2 - Consumo médio diario de ragdo (em gramas) por camundongos fémeas, tratados
com a dose de 2000 mg/kg v.o. de EEB de Z. joazeiro durante 13 dias de observacao. Valores
expressos como média + e.p.m. (n=6). Teste “t” de Student.***p<0,001.

4.1.5.ANALISE LABORATORIAL DE SANGUE

4.1.5.1.PARAMETROS BIOQUIMICOS

Apds 14 dias da administracdo de EEB de Z. joazeiro, foram

encontradas alteragbes bioquimicas estatisticamente significantes apenas em

machos. Nestes animais houve elevacdo da concentracido sérica de creatinina

e diminuicio dos niveis de uréia. Os parametros bioquimicos sao apresentados

na Tabela 4 e Graficos 3 e 4.
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TABELA 4 - Parametros bioquimicos de camundongos Swiss albinos tratados com 2000 mg/kg
de EEB de Z. joazeiro. Valores expressos como média + e.p.m. (n=6). Teste “t” de Student/
Mann Whitney. *p<0,05.

Fémeas
A Machos
Parametro
(unidade) Controle Tratado Controle Tratado
Glicose 113,20429,00 | 148,0+17,22 110,8+17,02 131,4+7,00
(mg/dL)
L 57,0+2,81 46,6+1,32* 46,33+12,33 50,75%5,73
Uréia (mg/dL)
Creatinina 0,36+0,02 0,47+0,02* 0,4+0,0 0,45+0,02
(mg/dL)
Colesterol 125,8+8,55 101,6+11,24 77,67£10,17 80,60+5,33
Total (mg/dL)
Triglicerideos 271,4136,63 192,8+34,67 90,67+6,38 135,30+£19,48
(mg/dL)
Acido urico 2,3+0,38 1,96+0,44 1,13+0,08 1,100,27
(mg/dL)
235,8+17,51 252,2+21,64 220,4+48,27 152,004£24,69
AST (U/l)
66,80+4,67 78,0+6,17 52,67+14,71 48,20+5,71
ALT (U/N)
Fosfatase 281,0+64,16 224,8+57,48 121,3+44,83 84,00+12,63
Alcalina (U/l)
Proteinas 6,33+0,24 5,78+0,29 5,9+0,46 5,58+0,35
Totais (g/dL)
Albumina 2,62+0,15 2,66+0,12 2,53+0,27 2,86+0,04
(g/dL)
Globulinas 3,60+0,40 3,12+0,37 2,9310,93 2,4010,16
(g/dL)
Sédio 170,0+3,39 166,4+4,49 167,6+3,17 159,30+1,85
(mEg/L)
Potassio 6,98+0,78 6,86+0,90 7,24+0,86 5,36+0,27
(mEq/L)
Magnésio 2,97+0,39 2,8610,23 2,8610,51 2,6210,04
(mEg/L)
Cloreto 119,3+2,60 115,3+0,81 120,5+4,5 124,001,0
(mEg/L)
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UREIA (mg/dL)

CONTROLE TRATADO

GRAFICO 3 - Concentragdo de uréia no soro de camundongos machos tratados com
a dose de 2000 mg/kg de EEB de Z. joazeiro. Valores expressos como média + e.p.m.
(n=6). Teste “t” de Student. *p<0,05.

o o o
o N
1 A ]

mg/dL)

£ 0.54
0.4 —
0.3
0.2
0.1
0.0

CREATININA

CONTROLE TRATADO

GRAFICO 4 - Concentragéo de creatinina no soro de camundongos machos tratados
com a dose de 2000 mg/kg de EEB de Z. joazeiro. Valores expressos como média +
e.p.m. (n=6). Teste “t” de Student. *p<0,05.
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4.1.5.2.PARAMETROS HEMATOLOGICOS

Os resultados apresentados na tabela 5 mostram que houve alteragdes
estatisticamente significantes nos parametros hematolégicos de fémeas
tratadas com 2000 mg/kg de EEB de Z. joazeiro, especificamente na série
branca com contagem global de leucdcitos diminuida e contagem diferencial
apresentando queda na percentagem de neutréfilos e aumento de linfocitos
(Graficos 5, 6 e 7). Nao foram encontradas alteracbes hematologicas nos

machos tratados.

Tabela 5 - Pardmetros hematolégicos de camundongos Swiss albinos tratados com
2000 mg/kg de EEB de Z. joazeiro. Valores expressos como média + e.p.m. (n=6).
Teste “t” de Student/ Mann Whitney. *p<0,05 **p<0,01.

~ Machos Fémeas
Parametro
(unidade) Controle Tratado Controle Tratado
Hemacias 8,59+0,35 8,92+0,28 9,16+0,04 9,10+0,13
(10%/mm?)
Hemoglobina 13,450,60 14,32+0,38 14,80%0,17 14,85+0,31
(g/dL)
Hematdcrito 35,58+1,66 38,46+1,36 36,58+0,52 38,17+1,41
(%)
VCM (p°) 41,33+1,08 43,0£0,54 40,00£0,70 42,00+1,36
HCM (uug) 15,70£0,43 16,08+0,09 16,150,17 16,35+0,28
CHCM (%) 37,92+0,61 37,32+0,63 40,53+0,39 39,03+0,72
Leucdcitos 4,85+0,46 5,20+0,65 5,55+1,16 2,71+0,38*
(10%/mm®)
Neutrdfilos 16,17+2,02 20,0+3,91 27,75+1,49 15,17+2,67**
(%)
Eosinofilos 0,5+0,22 0,20+0,20 1,25+0,62 0,16+0,16
(%)
Linfécitos (%) 75,0+3,18 73,20£3,70 64,25+2,32 78,67+3,86*
Mondcitos 8,33+1,90 6,40+0,81 6,750,75 4,66+1,78
(%)
Plaquetas 814,2+105,1 928,6+128,9 944,5+111,3 689,5+127,0
(10%/mm?)
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CONTROLE

TRATADO

GRAFICO 5 - Contagem de leucdcitos no sangue de camundongos fémeas tratadas com a
dose de 2000 mg/kg de EEB de Z. joazeiro. Valores expressos como média + e.p.m. (n=6).
Teste “t” de Student. *p<0,05.
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CONTROLE

TRATADO

GRAFICO 6 - Percentagem de neutréfilos no sangue de camundongos fémeas tratadas com a
dose de 2000 mg/kg de EEB de Z. joazeiro. Valores expressos como média + e.p.m. (n=6).
Teste “t” de Student. **p<0,01.
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GRAFICO 7 - Percentagem de linfcitos no sangue de camundongos fémeas tratadas com a
dose de 2000 mg/kg de EEB de Z. joazeiro. Valores expressos como média + e.p.m. (n=6).
Teste “t” de Student. *p<0,05.

4.1.6.ANALISE ANATOMOPATOLOGICA

Nenhuma diferenga foi constatada entre o peso dos 6rgdos dos animais
tratados e dos animais dos grupos controle (dados mostrados na tabela 6). O
exame macroscopico das visceras (figado, pulmdes, rins e coragdo) néao

revelou anormalidades em relagao a coloracéo e consisténcia.

A analise histolégica dos 6rgéos revelou que os mesmos encontravam-

se dentro dos parametros de normalidade.
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TABELA 6 — Peso dos 6rgaos de camundongos Swiss albinos tratados com 2000 mg/kg de
EEB de Z. joazeiro. Valores expressos como média + e.p.m. (n=3). Teste “t” de Student/ Mann
Whitney.

ORGAOS GRUPOS
Machos Fémeas
Controle Tratado Controle Tratado
Coracao 0,18 £ 0,02 0,16 £ 0,01 0,15+ 0,00 0,17 £ 0,01
Figado 1,78 £ 0,17 1,64 + 0,21 1,79 £ 0,11 1,88 £ 0,22
Rins 0,47 £ 0,02 0,47 £ 0,01 0,39 £ 0,02 0,46 £+ 0,04

4.2.ESTUDO TOXICOLOGICO PRE-CLINICO CRONICO

A seguir serdo apresentados os resultados dos parametros avaliados em
camundongos machos e fémeas submetidos a tratamento com extrato
etandlico bruto das cascas do caule de Zizyphus joazeiro nas doses de 7

mg/kg, 35 mg/kg e 175 mg/kg durante 90 dias.

4.2.1.0BSERVACOES GERAIS

Durante o periodo de tratamento ndo foram observadas alteragdes no
comportamento dos camundongos. Porém, a partir do 41° dia de tratamento
notou-se o aparecimento de furinculos (Figura 2) nos animais, tanto machos
quanto fémeas recebendo o extrato. Este achado persistiu até o fim do periodo
experimental, quando a regido das feridas foi dissecada apresentando-se
necrética. Além disso, 2 machos recebendo a dose de 7 mg/kg de EEB de Z.
joazeiro apresentaram edema de pata (Figura 3) e 1 em uma fémea tratada
com 175 mg/kg do extrato houve surgimento de grande massa tumoral na

regido abdominal (Figura 4), o que provocou excessiva perda de peso do
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animal e sua morte antes que se completassem os 90 dias de tratamento. O
tumor foi excisado, pesado e submetido a analise histologica (Dados

apresentados no item 4.2.9) .

Outros animais pertencentes aos grupos experimentais vieram a obito
antes do término do tratamento e seus oOrgaos foram analisados
macroscopicamente constatando-se alteragcdes na coloragao e consisténcia de
rins e pulmdes, bem como a presenga de material purulento. Rins, coragao e
figado de um dos animais foram submetidos avaliagdo histologica (dados

apresentados no item 4.2.9.

vl
%) : ¥

i i 5 o Wl x5 it
FIGURA 2-Animal tratado com EEB FIGURA 3-Animal tratado com EEB
apresentando furunculose. apresentando edema de pata.

23

FIGURA 4-Fémea tratada com 175
ma/ka de EEB apresentando tumor.
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4.2.2. TEMPERATURA COLONICA

Durante todo o periodo experimental, ndo foram observadas alteracbes
na temperatura colénica média dos animais machos e fémeas tratados com as
doses de 7 mg/kg, 35 mg/kg e 175 mg/kg bem como dos grupos controle que

apresentou-se variando entre 35,2°C e 37,9°C.

4.2.3.GLICEMIA CAUDAL

Nao foram constatadas alteragdes nos niveis glicémicos mensais dos
animais de ambos os sexos durante a administracdo das trés doses nos 90

dias de administracao do EEB de Z. joazeiro (tabela 7).

TABELA 7: Efeito da administragédo crénica de diferentes doses do EEB de Zizyphus joazeiro.
sobre a glicemia dos animais. Os valores estdo expressos em média + e.p.m. (n=4). Kruskal
Wallis/ Dunn.

GRUPOS MESES
BASAL 1 2 3
FEMEAS
CONTROLE 89,75+ 2,05 103,80+ 4,62 94,75+ 8,33 93,25+ 8,86
7 mg/kg 88,50+ 8,39 84,75+ 14,71 92,50+ 12,45 88,25+ 12,23
35 mg/kg 87,75+ 1,70 89,75+ 8,45 86,00+ 6,92 76,25+ 3,70
175 mg/kg 87,25+ 5,07 96,25+ 5,05 84,50+ 5,45 84,00+ 11,92
MACHOS
CONTROLE 95,25+ 7,87 111,80+ 6,89 91,75+ 4,88 89,25+ 1,10
7 mg/kg 86,00+ 7,62 98,00+ 8,69 84,50+ 5,42 88,25+ 12,23
35 mg/kg 87,50+ 2,90 89,50+ 6,33 80,25+ 9,15 75,25+ 5,15
175 mg/kg 84,00+ 3,46 87,00+ 4,06 88,25+ 5,72 92,50+ 6,06

4.2.4.CONSUMO DE AGUA E ALIMENTOS

Os dados obtidos revelaram uma elevagéo estatisticamente significante
no consumo de agua de fémeas tratadas com as 3 doses do extrato durante
praticamente todo o periodo experimental com excecéo das semanas 1 (para a
dose de 35 mg/kg), 6 (para as 3 doses), 7 (para as 3 doses) e 12 (para as
dose de 7 e 175 mg/kg). O grupo satélite tratado com a dose de 35 mg/kg teve
sua ingesta de agua significativamente reduzida nas 4 semanas seguintes a
interrupcao do tratamento, quando comparados os valores obtidos com aqueles

da 122 semana do grupo de 35 mg/kg.
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O consumo de racado das fémeas foi alterado apenas nas semanas 2
(doses de 7 e 175 mg/kg), 4 (dose de 35 mg/kg), 7 (dose de 7 mg/kg) e 9 (35

mg/kg).
Quanto aos machos, houve alteragdo na ingesta de alimentos nas doses
de 35 mg/kg (semanas 4, 5 e 7) e 175 mg/kg (semana 3) e aumento no

consumo de agua dos animais tratados com as doses de 7 mg/kg (semanas 1,
3 e 9) e 35 mg/kg (semana 10).

Os resultados do consumo de agua e de alimentos sdo apresentados

nas tabelas 8 e 9 e graficos 8 e 9.



TABELA 8- Consumo semanal de ragédo (em gramas) por camundongo durante as 12 semanas de tratamento crénico com
diferentes doses do EEB. Os valores estdo expressos em média = e.p.m. (n=10). One-way ANOVA/ Dunnett.*p<0,05; **p<0,01.

GRUPOS SEMANAS
1 2 3 4 5 6

MACHOS

CONTROLE 6,09+0,71 6,47+0,33 5,53+0,11 6,37+0,10 6,62+0,20 6,37+0,19

7mg/kg 6,65+0,36 5,91+0,16 6,06+0,26 6,50+0,13 6,58+0,19 6,21+0,11

35mg/kg 5,62+0,38 6,21+0,14 5,47+0,16 5,46+0,15** 5,85+0,20* 5,99+0,13

175mg/kg 5,71+0,44 6,62+0,62 6,35+0,19* 6,50+0,09 6,43+0,17 6,13+0,10
FEMEAS

CONTROLE 4,5610,15 4,01+£0,11 4,74+0,10 4,76+0,04 4,88+0,16 4,90+0,18

7mg/kg 4,99+0,13 4,79+0,11** 4,96+0,16 4,99+0,11 4,49+0,13 4,68+0,21

35mg/kg 4,87+0,10 4,16+0,16 4,90+0,11 5,41+0,11** 5,02+0,16 4,90+0,14

175mg/kg 4,64+0,17 4,58+0,21* 4,97+0,21 5,21+0,19 4,8410,16 5,07+0,17




TABELA 8- Consumo semanal de ragao (em gramas) por camundongo durante as 12 semanas de tratamento crénico com
diferentes doses do EEB. Os valores estdo expressos em média = e.p.m. (n=10). One-way ANOVA/ Dunnett.*p<0,05; p<0,01.

(Continuacéo).

GRUPOS SEMANAS
7 8 9 10 11 12

MACHOS

CONTROLE 6,86+0,20 7,06+0,14 7,18+0,23 6,77+0,15 6,86+0,22 7,43+0,93

7mg/kg 6,35+0,11 6,77+0,28 7,02+0,29 6,76+0,17 6,81+0,16 7,27%0,51

35mg/kg 5,99+0,18** 6,61+0,15 6,70+0,13 7,31+0,15 6,73+0,08 6,05 0,44

175mg/kg 6,34+0,13 6,41+0,38 6,69+0,28 6,76+0,25 6,17+0,67 6,07+0,87
FEMEAS

CONTROLE 5,17+0,15 4,97+0,10 5,26+0,13 4,99+0,14 5,01+0,17 3,97+0,48

7mg/kg 4,55+0,10* 4,83+0,15 4,94+0,20 4,94+0,14 4,81+0,25 4,27+0,16

35mg/kg 5,29+0,26 4,94+0,19 4,72+0,12 4,93+0,14 4,79+0,14 4,74+0,41

175mg/kg 4,93+0,12 5,17+0,14 5,21+0,13 5,05+0,13 4,84+0,21 4,62+0,57




TABELA 9- Consumo semanal de agua por camundongo (em mL) durante as 12 semanas de tratamento crénico com diferentes
doses do EEB. Os valores estdo expressos em meédia + e.p.m. (n=10). One-way ANOVA/ Dunnett.*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

GRUPOS SEMANAS
1 2 3 4 S 6

MACHOS

CONTROLE 10,56+0,73 8,48+0,33 6,33+0,58 8,36+0,30 8,97+0,37 9,38+0,65

7mg/kg 15,57+1,19* 8,07+0,67 8,21+0,49* 8,78+0,39 10,07+0,76 10,50+0,44

35mg/kg 12,93+1,09 8,50+0,32 7,57+0,22* 8,21+0,43 8,50+0,34 9,71+0,55

175mg/kg 12,71+1,06 8,00+0,37 8,07+0,33 8,28+0,28 8,42+0,31 8,92+0,56
FEMEAS

CONTROLE 8,28+0,48 5,78+0,28 5,63+0,32 6,34+0,31 7,93+0,53 9,99+0,92

7mg/kg 14,86+0,96** 9,67+0,42** 11,67+1,13** 10,07+0,64* 9,85+0,32* 10,55+0,61

35mg/kg 10,36+0,66 8,0+0,34** 9,03+0,31* 10,38+0,44* 10,39+0,31** 10,23+0,61

175mg/kg 12,21+1,49* 8,92+0,42** 13,43+1,12** 13,25+0,86™** 10,95+0,50** 11,34+0,75




TABELA 9- Consumo semanal de agua por camundongo (em mL) durante as 12 semanas de tratamento crénico com diferentes
doses do EEB. Os valores estao expressos em meédia + e.p.m. (n=10). One-way ANOVA/ Dunnett.*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

(Continuagéao)

GRUPOS SEMANAS
7 8 g 10 11 12

MACHOS

CONTROLE 9,99+0,56 9,79+0,30 9,69+0,30 9,58+0,48 10,61+0,36 9,49+1,69

7mg/kg 10,29+0,37 9,57+0,50 12,67+0,63** 10,31+0,66 11,27+0,43 11,19+1,21

35mg/kg 9,21+0,42 9,59+0,33 10,09+0,41 11,02+0,37* 10,72+1,24 12,62+1,18

175mg/kg 9,42+0,51 8,92+0,75 10,93+0,42 10,93+0,36 10,43+0,46 9,35+1,07
FEMEAS

CONTROLE 9,35+0,53 8,88+0,41 8,48+0,37 8,25+0,30 8,09+0,20 7,06+0,81

7mg/kg 10,79+0,26 11,19+0,56** 11,34+0,87** 11,66+0,43** 10,48+0,54* 10,00+1,47

35mg/kg 10,63+0,47 11,34+0,41** 11,58+0,40** 11,89+0,49** 11,91+0,36*** 11,99+1,22**

175mg/kg 10,94+0,57 11,44+0,43** 11,10+0,39** 11,50+0,23** 10,71+0,57* 10,00+1,84
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-~ CONTROLE
159 —— 7 mg/kg

-+ 35 mg/kg
124 —— 175 mg/kg
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GRAFICO 8 - Consumo de agua (em mL) por camundongos fémeas tratadas durante 12
semanas com 3 doses de EEB. Valores expressos como média + e.p.m. (n=10).
ANOVA/Dunnett. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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GRAFICO 9 - Consumo de agua (em mL) por camundongos fémeas dos grupos 35 e 175
mg/kg (semana 12) e satélites 35 e 175 mg/kg (semana 13). Valores expressos como média +
e.p.m. (n=10). Teste “t” de Student. *p<0,05.
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4.2.5.PESO CORPORAL

A avaliagdo ponderal revelou alteragdes estatisticamente significantes
para fémeas tratadas com as doses de 7 mg/kg (semana 7) e 35 mg/kg
(semanas 6 e 9) e para os machos que receberam 7 mg/kg (semana 11), 35

mg/kg (semana 12) e 175 mg/kg (semana 12) de EEB.

Os resultados sao mostrados na tabela 10.
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TABELA 10- Variagao da evolugao ponderal de camundongos (em gramas) durante as 12 semanas de tratamento crénico com

diferentes doses do EEB. Os valores estdo expressos em média + e.p.m. (n=10). One-way ANOVA/ Dunnett.**p<0,01.

GRUPOS SEMANAS
1 2 3 4 5 6
MACHOS
CONTROLE 2,32+0,67 1,88+0,86 0,87+0,18 0,37+0,14 1,5+0,28 0,47+0,53
7mg/kg 2,44+1,07 2,2510,68 1,60+0,62 1,98+0,64 0,64+0,21 0,80+0,38
35mg/kg 2,01+0,62 4,02+0,75 0,35+0,65 -0,11+0,84 0,92+0,45 0,64+0,51
175mg/kg 0,09+0,45 2,20+0,95 2,39+0,46 1,4310,44 0,72+0,24 0,92+0,33
FEMEAS
CONTROLE -0,2840,24 0,34+0,31 0,63+0,32 0,33+0,45 0,26+0,32 1,58+0,31
7mg/kg 0,63+0,45 0,39+0,92 0,43+0,43 0,41+0,40 -0,31+0,78 1,11£0,50
35mg/kg 0,4+0,44 0,13+0,54 0,34+0,46 1,24+0,34 1,01+0,50 -0,13+0,39**
175mg/kg 0,16+0,23 -0,33+0,90 1,28+0,49 0,01+0,63 0,85+0,38 1,64+0,26
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TABELA 10- Variagado da evolugao ponderal de camundongos (em gramas) durante as 12 semanas de tratamento crénico com
média + e.p.m. (n=10). One-way ANOVA/ Dunnett.*p<0,05.

diferentes doses do EEB. Os valores estao

(Continuacgéao)

expressos em

GRUPOS SEMANAS
7 8 9 10 11 12 13

MACHOS

CONTROLE 0,27+0,39 0,85+0,33 0,95+0,35 0,37+0,47 -0,31+0,38 1,81+0,38 0,58+0,26

7mg/kg 0,03+0,23 0,06+0,25 1,0510,29 0,86+0,42 -1,90+0,64* 0,91+0,65 -0,08+0,37

35mg/kg 0,25+0,42 0,74+0,40 1,3310,30 -0,43+0,50 0,04+0,23 0,68+0,17* 0,12+0,19

175mg/kg 0,12+0,38 1,09+0,35 -0,61+0,45 0,62+0,55 0,67+0,24 0,32+0,63* 0,26+0,41
FEMEAS

CONTROLE 0,73+0,49 0,44+0,34 1,13+0,63 0,37+0,52 0,32+0,53 1,16+0,60 -1,36+1,03

7mg/kg -0,95+0,52* 0,55+0,48 0,71+0,54 0,31+0,60 0,73+0,37 -0,5+0,51 -0,53+0,46

35mg/kg 1,12+0,29 0,44+0,58 -0,73+0,34* 0,63+0,36 0,14+0,38 0,92+0,52 -0,26+0,45

175mg/kg -0,06+0,39 0,78+0,41 0,36+0,39 1,44+0,56 -0,02+0,49 0,71+0,26 -0,53+0,32




4.2.6.AVALIACAO COMPORTAMENTAL (TESTE DO CAMPO ABERTO)
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Dentre os parametros avaliados neste teste houve aumento na

ambulagdo de machos e fémeas tratados com as doses de 7 e 35 mg/kg (22

semana) e diminuicdo do numero de bolos fecais para fémeas na 22 semana

(dose de 7 mg/kg).

Os resultados sao apresentados nas tabelas 11 a 14.

TABELA 11- Numero de ambula¢des no experimento de campo aberto, em camundongos
tratados com diferentes doses do EEB de Zizyphus joazeiro durante o ensaio cronico. Os
valores estao expressos em média + e.p.m. (n=5). One-way ANOVA/ Dunnett *p<0,05.

GRUPOS SEMANAS
2 4 6 8 10 12

FEMEAS

CONTROLE | 31,40+ 4,30 72,20+ 11,70 | 39,50+8,60 56,20+2,20 48,00+11,80 56,50+11,10

7mg/kg 62,40£12,60** | 72,60+12,50 36,00+7,40 52,20+12,80 | 59,00+19,20 50,50+ 3,80

35mg/kg 59,50+3,60* 78,50+ 8,70 36,00£6,00 66,70£17,70 | 54,50+ 6,70 53,20+ 3,00

175mg/kg 33,00+ 2,30 61,70+13,60 36,20+2,60 47,50+ 8,80 27,70£10,30 | 44,00+15,40
MACHOS

CONTROLE 27,20+ 7,20 67,00+ 17,70 | 46,60+12,80 | 85,00+ 13,80 | 68,60+16,60 91,30+12,70

7mg/kg 62,60+4,60** | 91,40+10,80 37,40£7,70 73,80£14,90 | 61,00+11,70 67,60+ 7,50

35mg/kg 58,00+2,70** | 70,40+16,60 35,60+8,40 77,50+21,40 | 67,70+27,80 77,70+24,00

175mg/kg 38,40+ 3,10 73,60+ 6,10 35,00+3,70 52,40+11,90 | 40,80+12,00 52,00+12,50
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TABELA 12- Frequéncia do comportamento “levantar” no experimento de campo aberto, em
camundongos tratados com diferentes doses do EEB de Zizyphus joazeiro durante o ensaio
cronico. Os valores estao expressos em média + e.p.m. (n=5). One-way ANOVA/ Dunnett

GRUPOS

SEMANAS
2 4 6 8 10 12
FEMEAS
CONTROLE 26,20+4,60 | 23,00+4,50 18,75+7,70 17,50+4,60 15,25+6,00 15,75+3,40
7 mg/kg 33,60+6,00 | 26,00+4,20 | 22,5046,90 18,50+3,00 19,75+5,30 15,50+3,50
35mg/kg 26,50+2,90 | 25,75+1,90 12,00+1,70 12,75+£3,10 16,50+5,40 14,50+2,30
175mg/kg 32,00+3,80 | 20,50+3,40 14,50+4,00 13,50+4,30 6,50+ 2,60 7,25+ 3,30
MACHOS
CONTROLE | 26,25+8,80 | 22,33+7,70 | 27,67+4,80 19,33+6,30 17,00£6,80 | 23,67+4,80
7 mg/kg 22,80+2,40 | 24,40+4,30 15,40+£5,70 | 20,60+4,90 12,40£3,10 15,80+2,60
35 mg/kg 37,00+1,50 | 18,60+5,60 10,20+3,80 17,50+4,90 | 21,25+8,10 19,50+6,00
175 mg/kg | 26,00£2,10 | 20,80+4,60 13,60+3,80 18,20+8,00 10,00+6,50 12,60+5,40

TABELA 13- Duragdo em segundos do comportamento “ auto-limpeza”

no experimento de

campo aberto, em camundongos tratados com diferentes doses do EEB de Zizyphus joazeiro
durante o ensaio crbénico. Os valores estdo expressos em média + e.p.m. (n=5). One-way
ANOVA/ Dunnett

GRUPOS SEMANAS
2 4 6 8 10 12

FEMEAS

CONTROLE 9,98+3,50 5,05+1,90 4,25+0,70 6,25+2,10 3,43+1,70 1,33+ 0,90

7mg/kg 5,48+3,50 4,41+2,60 9,32+5,70 20,38+9,20 6,29+3,20 6,60+ 2,90

35mg/kg 3,63+1,40 0,79+0,70 5,25+3,50 4,37+4,30 1,41+1,10 0,60+ 0,30

175mg/kg 2,19+0,90 2,37+0,80 2,00+1,00 4,18+1,50 1,63+0,90 15,25+15,20
MACHOS

CONTROLE 2,37+1,10 4,49+4,40 4,13+1,90 4,00£2,60 3,27+1,90 2,77+2,10

7mg/kg 3,48+1,40 2,51+£1,50 7,35%1,90 2,13+1,90 4,13+1,80 7,43+3,20

35mg/kg 4,01+£1,80 7,96+4,30 8,39+3,20 2,17+1,70 2,23+1,70 3,11+1,20

175mg/kg 4,45+2,60 4,36+1,80 8,40+2,80 3,73x2,70 6,29+3,40 1,36+0,90
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TABELA 14- Numero de bolos fecais no experimento de campo aberto, em camundongos
tratados com diferentes doses do EEB de Zizyphus joazeiro. durante o ensaio crénico. Os

valores estao expressos em média + e.p.m. (n=5). One-way ANOVA/ Dunnett.*p<0,05.

GRUPOS SEMANAS
2 4 6 8 10 12

FEMEAS

CONTROLE | 3,60+0,90 | 4,25+0,80 | 3,25+0,80 5,0+1,20 3,50+ 1,00 | 1,25+0,40

7mg/kg 2,60+0,50 | 0,80+0,30* | 2,75+0,90 | 1,50+0,50 | 1,00+ 0,50 | 1,25+0,60

35mg/kg 4,00£1,20 | 3,00+1,00 | 2,25%1,40 | 2,50+ 0,80 | 1,25+ 0,60 | 0,50+0,50

175mg/kg 4,80+1,10 | 3,75+1,00 | 4,75+1,20 | 5,50+ 0,50 | 2,50+ 0,60 | 1,75%1,00
MACHOS

CONTROLE | 3,25+2,00 | 2,66+1,70 | 2,66+0,60 | 3,33+0,80 | 1,66+0,80 | 1,33+0,80

7mg/kg 3,80+1,00 | 4,20+0,80 | 1,60+0,50 | 2,40+0,20 | 2,00+1,20 | 2,20+1,00

35mg/kg 2,60+0,80 | 2,80+0,80 | 2,00+0,60 | 1,50+0,60 | 2,001,170 | 1,75%1,70

175mg/kg 3,80+0,50 | 2,60+0,20 | 2,80+0,70 | 2,60+0,20 | 2,40+0,70 | 2,80+0,30

4.2.7.AVALIACAO MOTORA (TESTE DO ROTA ROD)

Na avaliacdo da atividade motora dos animais através do teste do de

Rota Rod ndo houve qualquer alteragcdo no tempo de permanéncia na barra

giratoria em ambos os sexos nas 3 doses de EEB testadas, sedo que todos os

animais permaneceram por 180 segundos na barra.

4.2.8.AVALIACAO LABORATORIAL DE SANGUE

4.2.8.1. PARAMETROS BIOQUIMICOS

Os resultados sao mostrados nas tabelas 15 e 16 e graficos 10, 11 e 12.
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Com relacao aos machos foram encontradas alteragdes significativas
apenas nos dois grupos satélite (35 e 175 mg/kg), que apresentaram elevagéo
dos niveis de creatinina e diminuicdo da uréia sérica. Também foi observado

decréscimo de ions K* e de ions Na™ (satélite 35 mg/kg).

Entre os grupos de fémeas, houve elevacdo de Na’ na dose de 35

mg/kg, além de aumento da creatinina sérica nos dois grupos satélite (35 e 175
mg/kg).



TABELA 15- Parametros bioquimicos de camundongos fémeas tratados com diferentes doses do EEB durante o ensaio de
toxicidade crénica. Os valores estdo expressos em média + e.p.m. (n=5). Kruskal-wallis/Dunn’s.*p<0,05.

Parametro (unidade) Grupos
Controle 7 mg/kg 35 mg/kg 175 mg/kg Satélite 35 mg/kg | Satélite 175 mg/kg
Glicose (mg/dL) 102,7 £ 12,6 121,6 + 10,36 136,3 £ 2,40 108,3 + 10,48 103,5+ 11,84 142,5 + 2,02
Uréia (mg/dL) 27,67 £ 2,33 37,0 £9,07 19,33+ 2,33 38,67 £ 4,05 32,5+0,28 39,5+2,02
Creatinina (mg/dL) 0,26 + 0,03 0,34 £ 0,04 0,27 £ 0,02 0,22 £ 0,02 0,45 +0,02* 0,48 £ 0,02*
Colesterol Total (mg/dL) 67,67 + 6,74 65,4 + 3,54 73,33 £+ 4,63 62,0 £7 59,0 + 3,46 59 + 2,88
Triglicerideos (mg/dL) 138,7 £ 10,17 114,8 £ 11,55 145,0 £ 2,51 119,0+£ 9,0 43,5+4,33 83,0 £ 5,77
Acido Urico (mg/dL) 2,7+1,53 1,54 £ 0,58 2,20+ 1,20 1,20 + 0,45 0,70 £ 0,17 0,70 £ 0,05
AST (U/l) 408,5+113,5 268,6 + 19,62 271,0 £45,0 303,3 + 29,34 210,5 ¢ 3,17 174,5 £ 2,59
ALT (U/1) 745+8,5 91,4 £ 27,05 69,0 £6,0 63,0 + 11,36 56,5 + 6,64 53,5+ 1,44
Fosfatase Alcalina (U/I) 84,67 + 9,28 85,25+ 6,76 116,7 £ 20,19 126,0 £ 52,73 82,5+0,28 118,5+ 0,86
Proteinas Totais (g/dL) 7,0+0,26 6,9+0,3 6,56 + 0,29 6,66 + 0,41 6,25 + 0,37 6,35+ 0,14
Albumina (g/dL) 23+0,3 2,53+0,18 2,23+ 0,06 1,76 + 0,08 1,45 + 0,08 1,95 + 0,08
Globulinas (g/dL) 47+0,2 4,55+ 0,25 4,33 £ 0,31 49+0,5 4,8 £ 0,46 4,4 £ 0,05
Saodio (mEg/L) 146,0 £ 0,57 146,7 £ 0,33 150,7 £ 0,33* 147,0+ 1,15 150,0 + 1,15 145,5 + 0,28
Potassio (mEq/L) 7,3+0,05 10,37 £ 0,03 7,56 £ 0,03 6,85 £ 0,20 8,0+ 0,51 7,77 £0,02*
Calcio (mEq/L) 9,46 + 0,63 9,35+0,15 8,5+ 1,00 9,93 +0,35 9,9+0,11 10,4 £ 0,17
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TABELA 16- Parametros bioquimicos de camundongos machos tratados com diferentes doses do EEB durante o ensaio de

toxicidade crénica. Os valores estdo expressos em média + e.p.m. (n=5). Kruskal-wallis/Dunn..*p<0,05; **p<0,01.

Parametro (unidade) Grupos
Controle 7 mg/kg 35 mg/kg 175 mg/kg Satélite 35 mg/kg | Satélite 175 mg/kg
Glicose (mg/dL) 80,25 + 13,65 83,0+ 11,85 106,2 £ 11,34 84,25 + 8,33 87,5+5,48 107,0 £ 15,01
Uréia (mg/dL) 53,00 £ 4,70 66,7 + 4,60 48,25 + 3,81 46,00 + 3,80 25,5+ 0,86* 32,00+ 3,46*
Creatinina (mg/dL) 0,320 0,35+ 0,02 0,32 £ 0,02 0,25 + 0,02 0,45 + 0,02* 0,45 + 0,28*
Colesterol Total (mg/dL) 82,67 + 1,66 79,5 £ 5,80 87,8 £ 6,85 90,0 £ 2,27 74,0 £ 0,57 86,0 £ 5,77
Triglicerideos (mg/dL) 110,0 £ 11,31 139,8 + 14,81 112,6 £ 9,90 78,75+ 5,39 114,5 £ 23,38 75,0+ 1,15
Acido arico (mg/dL) 2,45+ 0,58 0,95+ 0,15 1,42 + 0,25 1,92 + 0,56 0,85+ 0,02 1,4 +0,23
AST (U/1) 240,0£6,0 303,3 £+ 19,47 199,0 + 36,33 352,0 + 115,8 173,5 £ 4,90 199,5 £ 7,21
ALT (U/) 75,33 £ 5,84 66,67 + 3,28 60,25 + 8,66 70,75 £ 10,09 54,0 + 3,46 53,0+ 1,15
Fosfatase Alcalina (U/l) 72,0 £ 8,76 62,0 £ 5,58 51,67 + 8,21 67,00 + 8,02 61,5+7,21 95,5+ 1,44
Proteinas Totais (g/dL) 6,17 £ 0,16 6,45+ 0,27 5,6 £0,23 6,12 £ 0,08 5,7+0,34 6,2 7+ 0,02
Albumina (g/dL) 1,97 + 0,06 2,22 + 0,11 1,72+0,10 1,87 £ 0,08 1,35+ 0,20 1,9+0,17
Globulinas (g/dL) 4,2+0,10 4,22 +0,20 3,87 £0,15 4,25 + 0,02 4,35+0,14 4,4 +0,17
Sédio (mEg/L) 146,3 + 0,88 153,5+2,5 153,0 £ 0,57 153,0 + 2,30 149,5 +0,86* 150,5 + 0,28
Potassio (mEq/L) 8,63 £ 0,33 8,565+ 0,75 8,85 + 0,31 8,35+ 0,31 6,4 + 0,05* 7,35+0,49
Calcio (mEq/L) 10,58 + 0,44 9,65+ 0,27 9,567 £ 0,34 10,20 £ 0,27 9,65 £ 0,25 10,28 £ 0,02
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GRAFICO 10- Valores de creatinina no soro de camundongos machos tratados
com EEB durante 90 dias. Teste “t” de Student. *p<0,05.
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GRAFICO 11- Valores de uréia no soro de camundongos machos tratados com
EEB durante 90 dias. Teste “t” de Student. *p<0,05.
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GRAFICO 12- Valores de creatinina no soro de camundongos fémeas tratadas
com EEB durante 90 dias. Teste “t” de Student. *p<0,05.

4.2.8.2.PARAMETROS HEMATOLOGICOS

As tabelas 17 e 18 e graficos 13 a 22 apresentam os resultados da
analise hematoldgica, evidenciando que nos machos tratados com 7 e 35
mg/kg do extrato houve elevagdo do numero de leucdcitos, enquanto que no
grupo satélite 35 mg/kg ocorreu uma diminuigdo desse numero. Houve também
decréscimo no HCM e na percentagem de neutréfilos dos dois grupos satélite,
além de queda no VCM e percentagem aumentada de mondcitos (satélite 175
mg/kg) e CHCM e percentagem de linfocitos reduzida com elevagcéo de
mondcitos (satélite 35 mg/kg).

As alteragdes observadas em fémeas foram: aumento de eritrocitos e
hematdcrito (7 mg/kg), diminuicdo de CHCM (7, 35 e 175 mg/kg), diminuicdo
do numero de leucocitos (35 e 175 mg/kg), percentagem reduzida de
neutréfilos (7mg/kg e satélite 175 mg/kg), aumento na percentagem de
eosindfilos (7 mg/kg) e mondécitos (7 mg/kg e satélite 35 mg/kg) e aumento na

percentagem de linfécitos e no VCM (satélite 175 mg/kg).



TABELA 17- Parametros hematolégicos de camundongos machos tratados com diferentes doses do EEB durante o ensaio de
toxicidade crénica. Os valores estdo expressos em média + e.p.m. (n=5). Kruskal-wallis/Dunn.*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

PARAMETROS GRUPOS
Controle 7 mg/kg 35 mg/kg 175 mg/kg Satélite Satélite
35 mg/kg 175 mg/kg
Hemaécias (10°/mm®) 8,01+0,22 9,17 + 0,01 7,49 +0,25 8,92+0,72 8,33+0,44 9,14 + 0,27
Hemoglobina (g/dL) 12,13+ 0,16 13,20+ 0,44 12,10+ 0,49 13,54+ 0,97 12,34+ 0,55 13,10+ 0,40
Hematécrito (%) 33,70 +0,63 37,80+ 0,93 34,04+ 1,72 38,60+ 3,14 37,14+ 2,03 37,10+ 1,52
VCM (u°) 42,20 £ 0,80 414+1,12 45,0+0,83 434+04 444 +0,24 40,5+0,24**
HCM (upg) 15,18 +0,21 14,34+ 0,51 16,10+ 0,15 15,3+ 0,20 14,8+0,08*** 14,34+0,02**
CHCM (%) 35,98 10,31 34,8+ 0,35 35,64+ 0,46 35,22+ 0,40 33,240,31** 35,44+ 0,35
Leucdcitos (10°/mm?®) 3,74 £ 0,46 7,44+0,51** 7,02+0,62** 3,10+ 0,57 4,0 + 0,58** 2,94 £ 0,33
Neutrdfilos (%) 20,8 £ 1,02 17,40 £ 4,25 26,0 + 3,01 23,0+£2,70 8,0+ 2,68** 9,0+ 2,68*
Eosindfilos (%) 1,0+ 0,0 0,40 £ 0,24 1,0+0,0 0,20+ 0,20 * 0,0+0,0 1,0+ 0,44
Linfocitos (%) 73,8+ 1,74 74,4 + 3,35 66,8 + 3,48 71,20+ 2,90 77,0+ 2,23* 80,0 + 4,02
Monocitos (%) 4,80+ 1,20 740+ 1,12 5,00 + 0,31 5,40 + 1,28 15,00,44*** 10,0+ 0,89*
Plaquetas (10°/mm?) 915 + 79,04 1.092+ 9,61 903,4+139,7 767,8+33,72 648 + 107,3 640+49,64

54
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TABELA 18- Parametros hematolégicos de camundongos fémeas tratadas com diferentes doses do EEB durante o ensaio de
toxicidade crénica. Os valores estdo expressos em média + e.p.m. (n=5). Kruskal-wallis/Dunn.*p<0,05.

Parametro (unidade) Grupos
Controle 7 mg/kg 35 mg/kg 175 mg/kg Satélite 35 mg/kg | Satélite 175 mg/kg
Hemécias (10°/mm?) 8,29 + 0,09 9,72 +0,10* 8,74 + 0,63 8,59 + 0,33 8,04 +0,18 8,18 + 0,04
Hemoglobina (g/dL) 13,72+ 0,14 14,60 + 0,24 12,64 + 0,37 12,54 + 0,50 11,2+ 0,89 12,94 + 0,15
Hematdcrito (%) 34,94 + 0,63 43,9 £0,15* 35,7+ 1,36 35,24 + 1,35 32,2 +2,41 36,84 + 0,33
VCM (u°) 44,0 £ 0,63 45,0 £ 0,31 41,2+1,59 41,2+1,28 39,4 + 2,01 45,0 £ 0,31*
HCM (ppg) 16,6 + 0,32 15,12 £ 0,08 14,84 + 0,69 14,70 +0,59* 13,74 £ 0,78 15,84 + 0,11
CHCM (%) 37,7+0,35 33,52 +0,42** 35,62+ 0,40** 35,54+ 0,34* 34,64 £ 0,20 35,14 £ 0,11
Leucdcitos (10°/mm?®) 6,0 £ 0,52 4,35 +0,52 3,64+ 0,56* 3,86+ 0,50* 4,30 £0,80 3,10 £ 0,62
Neutrofilos (%) 20,20 £ 0,73 11,0 £0,31* 20,0 £4,78 20,40+ 0,92 16,4 £ 5,14 8,40 £1,12**
Eosindfilos (%) 0,2+0,2 1,4 +0,4* 0,4+0,24 1,2+0,48 0,6 +0,24 0,6 +0,24
Linfocitos (%) 74,0 £ 0,63 78,2+0,2 73,4 +£5,15 70,4 £ 3,29 71,0 + 5,81 82,0 +2,23*
Mondcitos (%) 52 +0,48 8,2 +0,2¢ 54 +0,74 7,0 £3,01 12,0 £ 0,44** 9,0 £0,89
Plaquetas (10°/mm?®) 615,4 +42.2 937,2 16,92 733+173,8 494,0 + 60,80 832+ 125,2 610 +105,5




56

10.0- __*
@
=
e 75
<o
o
\a)
o« DO
=
[S)
2 25
B
0.0~
controle 7 mg/kg

GRAFICO 13 — Contagem de eritrocitos no sangue de camundongos fémeas
submetidas a tratamento prolongado com 7 mg/kg de EEB de Zizyphus
joazeiro. Valores expressos como meédia + e.p.m. (n=5). ANOVA/ Dunnett.
*p<0,05.
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GRAFICO 14— Valor de hematdcrito de camundongos fémeas submetidas a
tratamento prolongado com 7 mg/kg de EEB de Zizyphus joazeiro. Valores
expressos como média + e.p.m. (n=5). ANOVA/ Dunnett. *p<0,05.
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GRAFICO 15 - Contagem de leucécitos no sangue de camundongos fémeas
tratadas durante 12 semanas com diferentes doses de EEB Zizyphus joazeiro.
Valores expressos como média + e.p.m. (n=5). ANOVA/ Dunnett. *p<0,05.

25
E 20
S 15,
5 *
) p—
< 10-
&
©
X 5

0

controle 7 mg/kg

GRAFICO 16 — Percentagem de neutrofilos no sangue de camundongos
fémeas submetidas a tratamento prolongado com 7 mg/kg de EEB de Zizyphus
joazeiro. Valores expressos como média + e.p.m. (n=5). ANOVA/ Dunnett.
*p<0,05.
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GRAFICO 17 — Percentagem de neutrdfilos no sangue de camundongos
fémeas dos grupos 175 mg/kg e satélite 175 mg/kg submetidas a tratamento
prolongado com EEB de Zizyphus joazeiro. Valores expressos como meédia +
e.p.m. (n=5). Teste “t” de Student. * *p<0,01.

controle 7 mg/kg

GRAFICO 18 — Percentagem de mondcitos no sangue de camundongos
fémeas submetidas a tratamento prolongado com 7 mg/kg de EEB de Zizyphus
joazeiro. Valores expressos como média + e.p.m. (n=5). ANOVA/ Dunnett.
*p<0,05.
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GRAFICO 19 — Percentagem de mondcitos no sangue de camundongos
fémeas dos grupos 35 mg/kg e satélite 35 mg/kg submetidas a tratamento
prolongado com EEB de Zizyphus joazeiro. Valores expressos como meédia +
e.p.m. (n=5). Teste “t” de Student. * *p<0,01.

®» N 0
[ T |

**

a1
[

N W b
L1 1

leucécitos (103/mm?)
=

o
1

35 mg/kg satélite 35 mg/kg

GRAFICO 20 — Contagem de leucdcitos no sangue de camundongos machos
submetidos a tratamento prolongado com EEB de Zizyphus joazeiro. Valores
expressos como média + e.p.m. (n=5). Teste “t” de Student. **p<0,01.
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GRAFICO 21 — Percentagem de neutrdfilos no sangue de camundongos
machos submetidos a tratamento prolongado com EEB de Zizyphus joazeiro.
Valores expressos como média + e.p.m. (n=5). Teste “t” de Student. *p<0,05;
**p<0,01
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GRAFICO 22 — Percentagem de mondcitos no sangue de camundongos
machos submetidos a tratamento prolongado com EEB de Zizyphus joazeiro.
Valores expressos como média + e.p.m. (n=5). Teste “t” de Student. *p<0,05;
**p<0,01
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Em relagdo ao peso dos 6rgdao ndo houve nenhuma alteragdo em ambos

0s sexos e em qualquer das doses administradas (tabela 19)

TABELA 19- Peso dos 6rgaos dos animais tratados com diferentes doses do
EEB apéds o tratamento crénico. Os valores estdo expressos em média + e.p.m.
(n=3). Mann Whitney/ Dunn.

GRUPOS ORGAOS
BACO | FIGADO | CORAGAO | RINS
MACHOS
CONTROLE 0,22 + 0,01 0,21+ 0,03 2,02+ 0,08 0,61+ 0,03
7mg/kg 0,24+ 0,04 0,18+ 0,01 2,12+ 0,22 0,61+ 0,03
35mg/kg 0,39+ 0,13 0,21+ 0,01 2,13+ 0,10 0,58+ 0,05
175mg/kg 0,29+ 0,10 0,15+ 0,01 2,06+ 0,07 0,57+ 0,03
FEMEAS
CONTROLE 0,17 + 0,02 1,74+ 0,12 0,14+ 0,01 0,48+ 0,03
7mg/kg 0,22+ 0,02 1,73+ 0,13 0,15+ 0 0,51+ 0,04
35mg/kg 0,24+ 0,06 1,79+ 0,14 0,18+ 0,02 0,51+ 0,05
175mg/kg 0,33+ 0,10 1,81+ 0,12 0,16 0,01 0,61+ 0,13

Algumas alteracbes foram observadas a analise macroscopica. Estas
incluiam: nos camundongos machos a presenca de material purulento no
interior dos rins (7 mg/kg), formacao de massas endurecidas sobre os rins e
manchas gordurosas no figado (35 mg/kg), manchas amarelo-escuras de
distribuicdo homogénea nos rins (175 mg/kg) e nas fémeas foram observadas
manchas gordurosas no figado (35 mg/kg). Além disso, uma fémea tratada com
175mg/kg do extrato apresentou os rins aderidos ao intestino com formacéao de
massas endurecidas sobre os mesmos e a presenca de uma massa tumoral
vascularizada na regido mediastinica que impossibilitou a separagcdo de

pulmdes e coracao.
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Um animal macho do grupo tratado com a dose de 175 mg/kg EEB veio
a Obito morto antes do término do periodo experimental, bem como uma fémea
também tratada com a dose de 175 mg/kg e apresentado uma massa tumoral
abdominal.

A analise macroscopica dos 6rgaos do macho revelou que os pulmdes
encontravam-se endurecidos e repletos de material purulento, o que acabou
por impedir sua conservagao em formol para posterior analise histolégica, ao
contrario dos outros o6rgaos. Quanto a fémea, o tumor excisado constituia-se
em uma massa endurecida cercada por tecido necrosado e o0s rins
apresentaram morfologia anormal (atrofia) e manchas enegrecidas. Os 6rgaos

n&o foram analisados histologicamente.

FIGURA 5-Rim de animal tratado cronicamente com EEB de Z. joazeiro

apresentando massa endurecida.

FIGURA 6-Tumor retirado de fémea tratada cronicamente com 175

mg/kg de EEB de Z. joazeiro.
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A seguir sao apresentadas imagens histolégicas das visceras de animais
controle, mostrando seu aspecto de normalidade.

% Rins com arquitetura lobular preservada e limites corticomedulares bem
definidos. Tubulos coletores e glomérulos preservados (Figura 7).

s Pulmbes com arquitetura lobular preservada, trama alveolar e
bronquiolos bem distribuidos (Figura 8).

s Figado de arquitetura lobular preservada e hepatdcitos bem

conservados (Figura 9).

% Coracgao apresentando fibras cardiacas de aspecto normal (Figura 10).

FIGURA 7 - le de camundongo controle (HE X 400) A=regido medular, B= regido
cortical
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FIGURA 8 - Pulmdo de camundongo controle: A= alvéolos (HE X400), B= bronquiol
(HE X 200)
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FIGURA 9 — Hepatdcitos do figado de camundongos controle (HE): A= X200, B= X40
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O exame histoldgico das visceras dos animais tratados revelou inumeras

alteracdes descritas a seguir:

I- Machos tratados com 7mg/kg do extrato

4

4

Rins apresentando infiltrados linfocitarios perivasculares (Figura 11 A),
glomérulos bem distribuidos, porém com espago capsular reduzido
(Figura 12 A). Foi observada uma area de extenso dano tecidual (Figura
12 B), com desarranjo estrutural na regiao medular (Figura 11 B).
Pulmdes com arquitetura lobular preservada, trama alveolar e
bronquiolos bem distribuidos, apresentando vasos congestos de
paredes finas (Figura 13 B) com infiltrados perivasculares (Figura 13 A).
Figado de arquitetura lobular preservada, hepatdcitos bem conservados
e vasos congestos.

Coracéao apresentando fibras cardiacas de aspecto normal.



FIGURA 11- Rim de camundongos machos tratados com 7 mg/kg de EEB A-
infiltrado perivascular (HE X200), B= desarranjo na regido medular (HE X200)

FIGURA 12 — Rim de camundongos machos tratados com 7 mg/kg de EEB: A= espag,o
capsular reduzido (HE X200), B= regido anormal no interior do rim (HE X200)
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7 mg/kg EEB: A= infiltrado

FIGURA 13 - Pulméo de camundongos machos tratados com
linfocitario (HE X200), B= congestao vascular (HE X200)

[I-Machos tratados com 35 mg/kg do extrato

» Rins com arquitetura lobular preservada e limites corticomedulares bem

L)

definidos, apresentando vasos congestos (Figura 14 B) e capsula
envolta por material fibrinoso frouxo (Figura 14 A).

s Pulmbes com arquitetura lobular preservada, trama alveolar e
bronquiolos bem distribuidos, septos pulmonares repletos de sangue
(Figura 15 B), vasos congestos e presenca de infiltrados linfocitarios
peribronquiolares (Figura 15 A).

¢ Figado de arquitetura lobular preservada, hepatécitos bem conservados
e vasos congestos.

o,

% Coracgao apresentando fibras cardiacas de aspecto normal.
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FIGURA 14— le de camundongo machos tratado com 35 mg/kg de EEB: A= reglao
fibrinosa no exterior da capsula renal (HE X200), B= congestdo (HE X400)

FIGURA 15 — Pulméo de camundongos machos tratados com 35 mg/kg de EEB A=
congestdo vascular e infiltrado linfocitario (HE X400), B= espessamento da parede
alveolar e congestdo dos septos (HE X200)
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[lI-Machos tratados com 175 mg/kg do extrato

% Rins com arquitetura lobular preservada e limites corticomedulares bem
definidos, apresentando atrofia glomerular (Figura 18 B), infiltrados
linfocitarios ao redor de glomérulos(Figura 17 A) e tubulos e no interior
dos vasos (Figura 18 A). Foi observada também a presenga de sangue

no interior dos tubulos proximais (Figura 17 B).

L)

s Pulmbes com arquitetura lobular preservada, trama alveolar e
bronquiolos bem distribuidos, presenga de infiltrados linfocitarios
peribronquiolares (Figura 16 A) e vasos congestos (Figura 16 B).

« Figado de arquitetura lobular preservada, hepatécitos bem conservados

e vasos congestos.

% Coracgao apresentando fibras cardiacas de aspecto normal.

FIGURA 16— Pulmao de camundongo macho tratado com 175 mg/kg de EEB A=
infiltrado peribronquiolar (HE X200), B= congestdo vascular (HE X200)




FIGURA 17— Rim de camundongo macho tratado com 175 mg/kg de EEB: A=
infiltrado linfocitario ao redor do glomérulo (HE X200), B= sangue na luz dos tabulos
proximais proximais (HE X400)

FIGURA 18 — Rim de camundongo macho tratado com 175 mg/kg de EEB A—
infiltrado perivascular (HE X400), B= atrofia glomerular (HE X200)
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% Rins apresentando infiltrados linfocitarios perivasculares (Figura 19 B),
glomérulos bem distribuidos, porém com espago capsular reduzido e
infiltracdo linfocitaria ao redor (Figura 19 A). Alteragdes tubulares
caracterizadas por descolamento do epitélio tubular da membrana basal

(Figura 20 A) e presenca de exsudatos na luz (Figura 20 B).

>

% Pulmbdes com arquitetura lobular preservada, trama alveolar e
bronquiolos bem distribuidos, apresentando vasos congestos (Figura 22)
e areas de intensa infiltragéo linfocitaria.

s Figado de arquitetura lobular preservada e hepatdcitos bem

conservados. Presenca de infiltrados linfocitarios teciduais e

perivasculares (Figura 21 A e B).

¢ Coracgao apresentando fibras cardiacas de aspecto normal.

lFIGURA 19 — Rim de cémundongo macho satélite 35 mg/kg de EEB: A: grande

infiltrado linfocitario proximo ao glomérulo (HE X200), B= é&rea de infiltracdo
linfocitaria (HE X400)
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FIGURA 20 - Rim de camundongo macho satélite 35 mg/kg de EEB: A=
descolamento do epitélio tubular da membrana basal (HE X400), B= presenca de
material (exsudato) no interior dos tubulos (HE X400)

FIGURA 21— Figado de camundongo macho satellte 35 mg/kg de EEB A- |nf|Itrado
perivascular (HE X200), B= infiltrado linfocitario no interior de veia centrolobular (HE
X400)
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FIGURA 22 — Pulmédo de camundongo macho
satélite 35 mg/kg: congestdo de capilares
alveolares (HE X400)

V- Machos do grupo satélite 175mg/kg

o0

X/
0‘0

X/
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Rins com arquitetura lobular preservada e limites corticomedulares bem
definidos. Tubulos coletores e glomérulos preservados. Presenga de
infiltrados perivasculares (Figura 25 B) e extravasamento sanguineo no
interior do tecido (Figura A).

Pulmbes com arquitetura lobular preservada, trama alveolar e
bronquiolos bem distribuidos e conservados, apresentando areas de
infiltrac&o linfocitaria tecidual (Figura 23 A) e vasos congestos (Figura 23
B).

Figado de arquitetura lobular preservada e hepatécitos bem
conservados. Presenca de areas de infiltracao linfocitaria (Figura 24).

Coracéao apresentando fibras cardiacas de aspecto normal.
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FIGURA 23 -Pulmdo de camundongo macho satélite 175 mg/kg: A= infiltrado
inflamatorio (HE X200), B= congestdo vascular (HE X200).
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FIGURA 24- Figado de camundongo macho
satélite 175 mg/kg de EEB: pequeno
infiltrado linfocitario (HE X400)
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FIGURA 25 - Rim de camundongo macho satellte 175 mg/kg de EEB: A hemorragla
intersticial (HE X200), B= intenso infiltrado perivascular (HE X200).

VI- Fémeas tratados com 7 mg/kg do extrato

R/
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Rins apresentando infiltrados linfocitarios teciduais (Figura 26),
glomérulos bem distribuidos, porém com espago capsular reduzido.
Alteracdes tubulares caracterizadas por descolamento do epitélio tubular
da membrana basal, desorganizacao epitelial (Figura 27 A) e presenga
de sangue na luz dos tubulos (Figura 27 B).

Pulmdes com arquitetura lobular preservada, trama alveolar e
bronquiolos bem distribuidos e conservados. Presenca de infiltrados
perivasculares (Figura 28).

Figado de arquitetura lobular preservada e hepatécitos bem
conservados. Presenga de infiltrados linfocitarios junto aos ductos
biliares (Figura 29).

Coracéao apresentando fibras cardiacas de aspecto normal.



FIGURA 26 — Rim de camundongo femea tratada com 7 mg/kg de EEB A— |nf|Itrado
linfocitario (HE X200), B= atrofia glomerular (HE X400)
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FIGURA 27- Rim de camundongo femea tratada com 7 mg/kg de EEB A—
desorganizacdo do epitélio tubular (HE X400), B= sangue na luz do tubulo (HE X400)
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FIGURA 28- Pulméo de camundongo fémea tratada com 7 mg/kg de EEB: A= infiltrado

FIGURA 29 - Figado de camundongo fémea tratado
com 7 mg/kg de EEB: reacdo inflamatoria junto ao
ducto biliar (HE X200)
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VII- Fémeas tratados com 35 mg/kg do extrato

% Rins apresentando intensa reagao inflamatéria proxima aos glomérulos
(Figura 30 A), presenca de glomérulos de morfologia anormal (Figura
31) e descolamento do epitélio tubular da membrana basal (Figura 30
B).

s Pulmbes com arquitetura lobular preservada, trama alveolar e
bronquiolos bem distribuidos e conservados. Presenga de infiltrados
peribronquiolares (Figura 32 B) e intra-alveolares (Figura 32 A).

« Figado de arquitetura lobular preservada, hepatocitos bem conservados

e vasos congestos.

+»+» Coracgao apresentando fibras cardiacas de aspecto normal.

i Cnd a0 i %

FIGURA 30- Rim de camundongo fémea tratada com 35 mg/kg de EEB: A= area de
infiltracdo linfocitaria (HE X400), B= descolamento do epitélio tubular (HE X200)




FIGURA 31- Rim de camundongo femea tratada
com 35 mg/kg de EEB: glomérulo anormal (HE
X200)

FIGURA 32- Pulmao de camundongo femea tratada com 35 mg/kg de EEB A=
infiltrado linfocitario (HE X400), B= infiltrado proximo a bronquiolo (HE X200)




80

VIII- Fémeas tratados com 175 mg/kg do extrato

% Rins apresentando glomérulos bem distribuidos, porém com espaco
capsular reduzido e presencga de intensos infiltrados linfocitarios ao redor
(Figura 35 A). Presenca de sangue na luz dos tubulos (Figura 36) e
reacoes inflamatorias a nivel vascular (Figura 35 B).

« Pulmbes apresentando espessamento das paredes alveolares com
presenga de sangue no interior (Figura 33 A), congestdo capilar e
infiltrados perivasculares e perialveolares (Figuras 33 B e 34).

% Figado de arquitetura lobular preservada, hepatécitos bem conservados
apresentando infiltrados linfocitarios perivasculares (Figura 37).

¢ Coracgao apresentando fibras cardiacas de aspecto normal.

FIGURA 33 - Pulmédo de camundongo fémea tratada com 175 mg/kg de EEB: A=
espessamento da parede alveolar e hemorragia alveolar (HE X200), B= &rea de congestdo
dos capilares alveolares x area normal (HE X200)

g i B (o PR
7 T e




FIGURA 34- Pulméao de camundongo fémea tratada
com 175 mg/kg de EEB: area de intensa infiltracdo
linfocitaria (HE X200)
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FIGURA 35- Rim de camundongo fémea tratada com 175 mg/kg de EEB: A= infiltrado
linfocitario proximo a glomérulo (HE X200), B= infiltrado perivascular (HE X400)
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FIGURA 36 - Rim de camundongo
fémea tratada com 175 mg/kg de EEB:
presenca de sangue na luz dos tdbulos
(HE X200)

FIGURA 37 - Figado de camundongo
fémea tratada com 175 mg/kg de EEB:
presenca de infiltrados linfocitarios (HE
X200)

IX- Fémeas do grupo satélite 35 mg/kg

% Rins com arquitetura lobular preservada e limites corticomedulares bem
definidos. glomérulos e tubulos bem preservados com presenga de
infiltrados linfocitarios perivasculares e préximos aos glomérulos (Figura
39).

% Pulmdes com arquitetura lobular preservada, trama alveolar e
bronquiolos bem distribuidos e conservados. Presenga de leve infiltrado
peribronquiolar (Figura 38).

% Figado de arquitetura lobular preservada, hepatécitos bem conservados

L)

apresentando capilares sinusoidais congestos (Figura 40 B) e infiltrados

perivasculares (Figura 40 A).

X3

*

Coracao apresentando fibras cardiacas de aspecto normal.
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FIGURA 38- Pulmao de camundongo FIGURA 39- le de camundongo fémea
fémea satélite 35 mg/kg: infiltrado satélite 35 mg/kg: infiltrado linfocitario
peribronquiolar (HE X200). (HE X200).

FIGURA 40- Flgado de camundngo femea satélite 35 mg/kg A— |nf|Itrado perlvascular
(HE X200), B= congestéo dos capilares sinusoidais (HE X400).
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X- Fémeas do grupo satélite 175 mg/kg

2
L X4

FIGURA 41 - Pulmdo de camundongo
fémea satélite 175 mg/kg: leve infiltracdo satélite 175 mg/kg: éarea de intensa
linfocitaria (HE X200) infiltracdo linfocitaria (HE X200)

Rins apresentando grande area de infiltragao perivascular e infiltrados
préoximos aos glomérulos (Figura 42). Tubulos bem preservados.
Pulmdes com arquitetura lobular preservada, trama alveolar e
bronquiolos bem distribuidos e conservados. Vasos congestos e
presenga de leve infiltragdo peribronquiolar e perivascular (Figura 41).
Figado de arquitetura lobular preservada, hepatécitos bem conservados
apresentando leve infiltracao linfocitaria perivascular.

Coracao apresentando fibras cardiacas de aspecto normal.

FIGURA 42 - Rim de camundongo fémea
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Xl- Macho tratado com 175 mg/kg do extrato e morto durante o periodo

experimental

% Rins apresentando morfologia glomerular anormal, espagos capsulares
reduzidos, presenca de areas de hipertrofia glomerular e outras de
atrofia glomerular (Figura 43 B). Tubulos coletores fechados (Figura 43
A).

s Figado com hepatécitos conservados, apresentando dilatacdo dos
espacos capilares (Figura 45).

+ Tecido cardiaco apresentando grande quantidade de vasos congestos

entre as fibras cardiacas (Figura 44).

FIGURA 43 — Rim de camundongo macho tratado com 175 mg/kg de EEB morto
durante o tratamento: A= presenca de sangue e fechamento dos tubulos coletores (HE
X400), B= hipertrofia e atrofia glomerular (HE X400)
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FIGURA 44 - Fibras cardiacas de
camundongo macho tratado com 175
mg/kg de EEB morto durante o

L

macho tratado com 175 mg/kg de EEB
morto durante o tratamento: dilatacdo de
tratamento: presenca de grandes e capilares (HE X400)
NUMErosos vasos congestos em meio as
fibras (HE X200)

XlIlI- Tumor de fémea tratada com 175 mg/kg do extrato e morta durante o

periodo experimental

s Tumor pesando 4,56 gramas e com aspecto de massa endurecida

L)

cercada por tecido necrosado. A histologia revelou um tecido
apresentando areas de fibrose, intensa infiltragcao linfocitaria e presenga
de hepatdcitos (Figura 46) em quadro de diferenciagéo celular indicando
invasao hepatica.

Os rins do animal apresentaram anormalidades morfologicas (atrofia) e
manchas enegrecidas. Os o6rgdos nao foram analisados

histologicamante.
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FIGURA 46— Tumor de fémea tratada com 175
mg/kg de EEB morta durante periodo experimental:
presenca de hepatocitos (HE X200).




CARITULO IV
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5.DISCUSSAO

Apesar da ampla utilizagdo das plantas medicinais pela populagao,
principalmente onde as condicdes sociais e econdmicas sao mais precarias,
poucos estudos cientificos tém sido realizados para garantir a seguranca e
eficacia dos remédios tradicionais (HILALY et al, 2004).

Estudos realizados com espécies do género Zizyphus demonstraram
uma variedade de efeitos farmacolégicos destacando-se atividade
antiinflamatéria (BORGI et al, 2007), acdo antinocioceptiva via mecanismos
centrais e periféricos, efeito protetor contra diarréia induzida por 6leo de ricino,
promovendo o decréscimo de acumulo do fluido intraluminal e do transito
gastrointestinal (ADZU et al., 2003; ADZU et al., 2001), além de apresentarem
acao gastroprotetora em ratos, a qual foi atribuida a efeito antisecretor e
estimulante de prostaglandinas (SHAH et al., 1997; WASHIDA et al., 2007).

O extrato aquoso das cascas do caule de Zizyphus joazeiro demonstrou
atividade antipirética por via oral em coelhos (NUNES et al.,, 1987), além de
uma atividade antibacteriana contra Streptococcus mutans, um dos causadores
das placas dentais sendo, por isso, largamente empregado na fabricacdo de
cremes dentais (DINIZ et al., 2006).

Trigueiro (1981) utilizando o extrato etandlico das cascas do caule da
planta determinou uma DLsy de 600 mg/kg por via intraperitoneal em
camundongos, sem, no entanto verificar a ocorréncia de mortes no tratamento
via oral até a dose maxima de 2000 mg/kg.

Barros et al. (1970), em uma triagem farmacologica realizada com
diversas plantas brasileiras, relatam que os extratos etandlico e aquoso de
Zizyphus joazeiro apresentaram agcao espasmogénica em duodeno de coelho e
ileo de cobaia, promoveram a contragcdo do musculo reto abdominal de sapo e
efeito estimulante do coragao de sapo.

Uma investigacdo realizada por Cruz et al. (2007), comprovou uma
significante atividade antifungica da infusdo do caule da espécie frente aos
patdgenos Trichophyton rubrum, Candida guilliermondii, Candida albicans,
Cryptococcus neoformans e Fonsecaea pedrosoi, o que valida o uso popular

da mesma no tratamento de micoses.
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Considerando entdo, sua importancia como planta medicinal e
observando-se através de revisao bibliografica a relativa escassez de dados
acerca de suas atividades toxicas, objetivou-se neste trabalho a realizagcéo de
uma avaliagao toxicoldgica pré-clinica desta espécie.

O ensaio toxicoldgico agudo foi iniciado com a realizacdo de uma
triagem farmacolégica comportamental utilizando-se metodologia padronizada
por Almeida et al. (1999) com o objetivo de detectar alteragdes em nivel do
Sistema Nervoso Central provocadas pelo extrato. Para tanto, os camundongos
receberam através de gavagem a dose unica de 2000 mg/kg de EEB e apés
avaliacdo dos parametros descritos no protocolo, nenhuma alteracao foi
constatada.

Ainda na avaliagdo da toxicidade aguda, durante os 14 dias de
observacao constatou-se um aumento do consumo de ragao das fémeas sem,
no entanto, ter havido alteracdo no ganho de peso dos animais em relagao ao
grupo controle. Ao final do periodo experimental, foi evidenciada através da
analise laboratorial de sangue neste mesmo grupo uma queda na contagem
global de leucdcitos e percentagem de neutrofilos com aumento da
percentagem de linfécitos. O aumento na contagem de linfécitos foi
considerado insignificante do ponto de vista clinico, uma vez que os valores
encontrados estavam dentro dos limites de referéncia relatados por Diniz
(2000), porém a leucopenia neutropénica observada, tem importancia clinica. A
associacao entre os achados de acdo do extrato sobre metabolismo e sistema
imunoldgico é relevante, uma vez que os sistemas imune e neuroendocrino
estdo intimamente envolvidos na regulagédo do metabolismo a niveis periférico
e hipotaldmico central. Tanto em condigdes fisiolégicas quanto em estados
patologicos, células imunes sédo ativadas respondendo com a liberagdo de
citocinas e outros mediadores imunes. No hipotalamo, as citocinas influenciam
o metabolismo por agirem no centro envolvido na alimentacéo e regulacéo da
homeostase, levando a uma resposta de fase aguda que objetiva manter a
integridade corporal (GUIJARRO et al., 2006).

Entre as citocinas, o papel da interleucina 1 (IL-1) e do Fator de Necrose
Tumoral-a (TNF-a) como mediadores comuns das cascatas imunes e
metabdlicas tem sido investigado. Ambos sdo produzidos por mondcitos e

macrofagos e seu efeito no metabolismo inclui indugao de anorexia e inibicao
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da sintese de gordura e diferenciacao de adipdcitos (MATARESE; LA CAVA,
2004).

A diminuigdo na contagem global de leucdcitos e na percentagem de
neutréfilos sugere agcédo sobre o sistema imunoldgico e nesse sentido poderia
haver também supressdo ou diminuicdo da sintese de citocinas. Tendo em
vista que um de seus efeitos é a promogao de anorexia e perda de peso, sua
supresséo poderia levar a aumento na ingesta de alimentos.

Outro fato que apdia esta sugestdo, surge da agdo antipirética
provocada pelo extrato quando um estado febril em coelhos pela inje¢céo de
lipopolisacarideos de Escherichia coli (LPS) foi induzido. IL-1 e TNF-a liberadas
durante reagdes inflamatérias provocam febre e uma inibicdo desta liberacéo
poderia ser responsavel pela atividade antitérmica da planta encontrada por
Nunes et al. (1987).

Efeito supressor de citocinas € induzido também pelos glicocorticoides,
utiizados como antiinflamatérios. Estes exercem seu efeito através da
diminuicdo da produgdo de prostandides e citocinas, e fator estimulante de
colonias para granulécitos-macréfagos, diminuicdo da acdo das células T
auxiliares e da atividade de neutrofilos e macrofagos, entre outras agodes
(ADCOCK, 2001) e, portanto ndo seria impossivel que o EEB de Z. joazeiro
fosse capaz de exercer tal efeito sobre citocinas.

A diminuicdo do volume de agua consumido costuma ser relacionado a
concomitante reducado na ingesta de alimentos (JULIEN et al., 2000). Esta
associagao, no entanto, ndo ocorreu aqui ja que houve diminuigado da ingestéo
de agua pelos machos durante as duas semanas de avaliagdo, sem que seu
consumo de racao fosse alterado. Este fato, somado a constatacdo de niveis
séricos elevados de creatinina sanguinea nos mesmos apos o término do
periodo experimental sugere agado do EEB sobre metabolismo e funcionamento
renal. Racotta et al. (1995), relatam que uma hipodipsia pode estar relacionada
a vasoconstriccdo e consequente elevacdo da pressao arterial e um efeito
nefrotdxico induzido pelo extrato poderia acarretar insuficéncia renal, levando a
vasoconstriccdo e hipertensao.

O fato de que alteragbes renais ndo foram evidenciadas nas fémeas,
poderia ser explicado por um efeito protetor promovido pelo aumento na

quantidade de ragao ingerida. O processo pelo qual o alimento é protetor ainda
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nao esta bem compreendido, mas poderia se dar por estimulo do aumento do
clearance da droga e da regeneracdo celular tubular renal (JULIEN et al.,
2000).

Outra alteragdo nos parametros bioquimicos de camundongos machos
submetidos a tratamento agudo com extrato de Z. joazeiro chama atencéo.
Houve reducdo nos niveis de uréia, ainda que tenha havido elevacdo da
creatinina. Contudo, sabe-se que a concentracdo de uréia pode ser
influenciada por diversos fatores extrarenais como dieta rica em proteinas,
desidratacéo, funcdo hepatica e status nutricional (TRAVLOS et al., 1996) e
esta diminui¢ao de uréia sérica poderia indicar uma interferéncia de EEB com o
metabolismo hepatico.

Com relagao a analise histopatolégica dos érgéos dos animais do estudo
toxicolégico agudo, nenhuma alteragao foi observada em rins, coragao e figado
de ambos os sexos, apesar das alteragdes observadas em parametros
bioquimicos de camundongos machos. Este achado parece n&o ser raro e ja foi
relatado em outros trabalhos como o de Vidal et al. (2003) em um estudo
toxicolégico de Punica granatum L., que encontrou elevagdo dos niveis de
creatinina sérica dos animais tratados por 35 dias, sem, no entanto haver
alteragdes histologicas que acusassem dano renal.

No ensaio toxicolégico crdnico, os animais de ambos os sexos foram
tratados com 3 diferentes doses por via oral: dose de uso popular (7 mg/kg), 5X
a dose de uso popular (35 mg/kg) e 25X a dose de uso popular (175 mg/kg). A
administragao foi realizada diariamente durante 12 semanas, sendo avaliados
temperatura corpérea, glicemia caudal, parédmetros comportamentais e
motores, evolugao ponderal, consumo de agua e ragao e ao final do periodo
experimental parametros bioquimicos, hematoldgicos e estudo
anatomopatolégico como preconizado pela RE 90 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (2004).

A temperatura coldénica dos animais tratados, tanto machos quanto
fémeas, variou entre 35,2°C e 37,9°C, faixa considerada normal para
camundongos mostrando que o extrato ndo exerce efeitos sobre o centro de
regulagao térmica corporal.

Nenhuma alteracdo foi constatada também na glicemia dos

camundongos durante todo o experimento. Um efeito hipoglicemiante poderia
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ser esperado, uma vez que outras espécies do mesmo género, a exemplo de
Zizyphus spina-christi, possuem atividade antidiabética mediada pela liberag&o
de insulina via bloqueio de canais de Katp nas membranas das células
pancreaticas p (ABDEL-ZAHER et al., 2005).

A avaliacdo do consumo de agua e alimentos durante estudos
toxicologicos é utilizada como indicador de interferéncia das substancias teste
sobre o metabolismo (MUKINDA; SYCE, 2007) e em relagcdo a estes
parametros, alteragcdes significativas foram induzidas por EEB. As fémeas
tratadas com as 3 doses do extrato aumentaram a ingestdo de agua durante
todo o periodo de observagdo, com excecado de apenas algumas semanas.
Esta alteracdo foi revertida com a interrupgéo do tratamento, para a dose de 35
mg/kg como ficou demonstrado pelo grupo satélite. Nos machos a ingesta de
agua apresentou-se aumentada raras vezes e somente em duas doses: 7

mg/kg (semanas 1, 3 e 9) e 35 mg/kg (semana 10).

Houve elevacdo no consumo de racido de fémeas nas doses de 7 e 175
mg/kg na 2% semana e 35 mg/kg na 4% semana. Uma diminuicdo desse
consumo foi observada na 72 (7 mg/kg) e 92 semanas (35 mg/kg). Para os
machos ocorreu aumento da ingestdo de ragdo apenas na 3% semana para a
dose de 175 mg/kg e decréscimo na 42, 5% e 72 semanas para o grupo tratado

com 35 mg/kg de extrato.

Uma relagao entre o decréscimo na ingestdo de ragcéo e perda de peso
ocorreu entre as fémeas dos grupos tratados com 7 e 35 mg/kg. Porém, o
mesmo nao ocorreu com 0s camundongos machos, nos quais o ganho
ponderal diminuiu, sem que se alterasse concomitantemente a tomada de agua

e racao.

O teste de campo aberto, realizado para a avaliagcdo de parametros
comportamentais, acusou aumento na ambulagdo de camundongos machos e
fémeas nas doses de 7 e 35 mg/kg apenas na 22 semana de tratamento, fato
que poderia ser atribuido a uma possivel acao estimulante do Sistema Nervoso
Central provocada pela administracdo do extrato. A reducdo no numero de
bolos fecais ocorrida nas fémeas na 42 semana, por ser um achado isolado,

pode ser desconsiderada.
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A avaliagao da atividade motora através do aparelho Rota-rod, revelou
auséncia de qualquer efeito estimulante ou depressor do extrato sobre a

atividade motora dos animais.

Ao final do ensaio crénico com EEB das cascas do caule de Zizyphus
joazeiro, foram analisados parametros bioquimicos e hematologicos dos
camundongos. Com excegao da elevacdo da concentracéo sérica de sodio nas
fémeas que receberam 35 mg/kg de extrato, nenhuma alterag&o bioquimica foi
encontrada apos 90 dias de tratamento. Contudo, nos grupos satélite de ambos
0s sexos, as taxas de creatinina elevaram-se e entre os machos a uréia
diminuiu. Além disso, o grupo satélite 35 mg/kg macho apresentou decréscimo

de ions K* e de ions Na™.

As alteracdes bioquimicas encontradas nos animais que tiveram seu
tratamento interrompido por 30 dias, podem ser entendidas como efeito téxico
tardio do extrato. Elevagdes nos niveis séricos de creatinina, bem alteragdes de
ions Na® (ainda que somente em machos na dose de 35 mg/kg), sugerem
nefrotoxicidade (BALIGA et al., 2004).

A hipétese de que uma lesao renal tivesse se instalado no periodo de
suspensao da administracdo de EEB é descartada pelo fato de que danos

renais foram encontrados em todos os grupos, exceto nos controles.

Lesbes renais ocorrem com freqiéncia maior do que o aparecimento de
alteracbes nas taxas de uréia e creatinina. Adicionalmente, associacdes entre
concentracdes alteradas destes parametros e a histopatologia, muitas vezes
nao ocorrem até a 13% semana em estudos toxicoldogicos com duragédo de 12
semanas, indicando que € necessario tempo para o surgimento de leséo
suficientemente extensa que provocasse expressao bioquimica do efeito toxico
renal. E preciso que aproximadamente 75% dos néfrons estejam nao
funcionantes, antes que alteragdes nestas variaveis ocorram (TRAVLOS et al.,
1996).

Some-se a isso, o fato de que apesar das taxas de uréia e creatinina
serem validas para a deteccdo de decréscimos na taxa de filtracdo renal e
serem essencialmente os unicos marcadores séricos de injuria renal, eles

parecem ser indicadores relativamente insensiveis de dano, exigindo que
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outras avaliagcbes, como analise quimica de urina, sejam realizadas quando ha
suspeita de que um composto teste seja nefrotoxico (TRAVLOS et al., 1996).

Dentre os constituintes quimicos de Zizyphus joazeiro, foram
encontrados triterpenos como os acidos alifitdlico, oleandlico, ursdlico, acido
betulinico e seus derivados e ebelin—lactona. Além disso, foram isoladas
agliconas derivadas de saponinas como as jujubogeninas (derivadas dos
jujubosideos) e as joazeirogeninas (derivadas dos joazeirosideos), além de
grande riqueza de saponinas em sua forma original e do alcaldide anfibina-D
(TSCHESCHE et al., 1981; HIGUCHI et al., 1984; BARBOSA-FILHO et al.,
1985; SOARES et al., 1998; SCHUHLY et al., 1999; SCHUHLY et al., 2000).

Wisloff et al. (2008), demonstraram que apesar das saponinas nao
estarem normalmente associadas a danos renais, sua forma nao hidrolisada
pode ser absorvida pelo trato gastrointestinal e deste modo, seria hipotetizado
que as mesmas, em sua forma original poderiam ser excretadas pela via renal,
possibilitando a promocéao de efeitos nocivos aos rins.

Além disso, uma das propriedades desta classe de compostos € de
permeabilizacdo das membranas. Algumas saponinas aumentam a
permeabilidade das células da mucosa intestinal in vitro, facilitando a absorgao
de substancias potencialmente nefrotoxicas que normalmente ndo sao
absorvidas (WISLOFF et al., 2008).

Na avaliagdo toxicoldégica de doses repetidas, ao contrario do que
aconteceu ap6s administracdo de dose unica de EEB, nefrotoxicidade foi
induzida nas fémeas. Estes animais ndo tiveram seu consumo de ragao
alterado, o que corrobora com a hipotese de efeito protetor dos alimentos.
Contudo, a ingestdo de agua foi aumentada durante praticamente todo o
periodo de tratamento, efeito que foi revertido apenas no satélite 35 mg/kg.
Esta elevagéo na ingesta de agua, poderia sugerir uma resposta do organismo
durante o periodo de desenvolvimento da doenga renal.

A resposta de perda de néfrons funcionantes produz um aumento no
fluxo sanguineo renal com hiperfiltragcdo glomerular como resultado da
vasoconstriccao arteriolar (RUGGENENTI et al. 2001)

O principal mediador envolvido no processo de vasoconstricgdo é a
Angiotensina 1l, que medeia numerosas respostas comportamentais e

fisioldgicas como aumento na ingestdo de agua e Na®, contribuindo para a
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expansdo do volume sanguineo e extracelular (SANTOS et al., 2005). E o que
ocorre no modelo experimental de hipertensdo renovascular de Goldblatt, em
que o induz-se vasoconstriccdo do fluxo sanguineo de um dos rins através da
colocagao de um clipe na artéria renal, os ratos submetidos ao procedimento
elevam por algumas semanas seu consumo de agua (SANTOS et al., 2005).

A sugestdo de que o extrato estaria induzindo hepatotoxicidade,
provocando diminuigdo da sintese de uréia e consequentemente diminuindo
seus niveis sanguineos ganho maior apoio quando se observa o aparecimento
de infiltrados inflamatérios no figado dos machos dos dois grupos satélite.
Decréscimo das taxas sanguineas por sintese de uréia hepatica diminuida
poderiam ocorrer por: diminuicdo de enzimas ou substratos do ciclo da uréia,
fluxo sanguineo hepatico reduzido e menor massa funcional hepatica (MEZEY,
1982).

Os indicadores bioquimicos habituais de dano hepatico nao forneceram
qualquer indicio de lesdo mas, ha relatos de que alteragdes morfolégicas no
figado, e ndo acompanhadas por aumentos de ALT ocorrem em
aproximadamente 23% dos estudos. Portanto, apesar da relagdo positiva entre
ALT e a histopatologia, resultados discordantes podem surgir e demonstram
que efeitos bioquimicos e histopatolégicos ndo estdo sempre ligados, embora
suas razdes nao sejam conhecidas (TRAVLOS et al., 1996).

As alteragdes dos parametros hematolégicos de camundongos machos
aos quais foi administrado EEB sao evidenciadas por redugdo de HCM nos
dois grupos satélite e de CHCM no satélite 35 mg/kg e VCM apenas no satélite
175 mg/kg. A alteracdo em CHCM apesar de estatisticamente significante
poderia ser considerada sem importancia clinica, encontrando-se dentro de
valores de referéncia (DINIZ, 2000). Diminuicdes dos indices VCM e HCM
parecem ser neste estudo, achados isolados e inespecificos, sendo, portanto
desprovidos de qualquer significado clinico.

Ainda com relagdo a alteragdes na série vermelha e indices
hematimétricos, a diminuicdo de CHCM em fémeas nas 3 doses avaliadas foi
desconsiderada, levando-se em considerag¢ao o fato de que em comparacao
com os valores citados por Diniz (2000), encontravam-se elevados. A
diminuicdo de HCM na dose de 175 mg/kg néo foi revertida em seu grupo

satélite correspondente e somou-se ao aumento de VCM neste grupo.
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Contudo, em comparacdo com parametros de referéncia o VCM estaria
diminuido enquanto o HCM estaria elevado, o que torna a interpretacéo deste
resultado questionavel e imprecisa.

Nas fémeas da dose de 7 mg/kg, a elevagdo do numero de hemacias
com consequente aumento de hematocrito pode ser explicada por liberagao ou
producdao aumentada de eritrécitos provocada por hipdxia devido a presencga de
doenca pulmonar.

Policitemias sédo definidas como um aumento no hematdcrito. No cenario
clinico uma policitemia existe quando a quantidade de hemoglobina e a
contagem de hemacias estdo aumentadas refletindo uma elevagédo do volume
total de células sanguineas vermelhas (MARAN; PRCHAL, 2004).

As policitemias podem ser de dois tipos: policitemias primarias que
independem da demanda e requerimento de oxigénio e as secundarias,
caracterizadas pela responsividade normal dos progenitores eritroides podendo
ser vistas como uma resposta fisiolégica para satisfazer a necessidade de
oxigénio dos tecidos como consequéncia de hipoxia provocada por diferentes
condigbes (MARAN; PRCHAL, 2004).

As paredes alveolares oferecem extensa area superficial para as trocas
gasosas entre o ar nos alvéolos e os capilares na parede do septo. Uma
doenca que reduza a quantidade de ar nos alvéolos, diminua sua superficie ou
cause espessamento das paredes alveolares, levara a oxigenagao inadequada
do sangue (hipoxia) (YOUNG et al., 2007; JAIN; BELLINGAN, 2007). Drogas
citotoxicas utilizadas na terapia antitumoral causam dano pulmonar e fibrose
resultantes da toxicidade direta da droga e da estimulagéo do influxo de células
inflamatdrias para os alvéolos (HUSAIN; KUMAR, 2005).

A analise histologica dos pulmdes dos camundongos submetidos a
tratamento constatou areas de infiltragcao linfocitaria entre outras alteragoes,
corroborando com a hipoétese de hipdxia.

A avaliagcdo da série branca das fémeas através de leucograma e
contagem diferencial acusou diminuicdo do numero de leucécitos (35 e 175
mg/kg), percentagem reduzida de neutréfilos (7 mg/kg e satélite 175 mg/kg) e
aumento nas percentagens de eosindfilos (7 mg/kg), e mondcitos (7 mg/kg e

satélite 35 mg/kg). Assim como no ensaio toxicolégico agudo, evidencia-se aqui
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um quadro de leucopenia neutropénica, ainda que nao seja em todos os
grupos.

Nos machos tratados com 7 e 35 mg/kg houve elevagao inicial do
numero de leucdcitos, considerada clinicamente irrelevante, quando
comparada a valores relatados pela literatura e que apresentaram-se
diminuidas no grupo satélite 35 mg/kg. Ocorreu ainda decréscimo na
percentagem de neutréfilos e aumento na percentagem de mondcitos dos dois
grupos satélite, e contagem aumentada de linfécitos (satélite 175 mg/kg) e
eosindfilos (175 mg/kg), porém sem significado clinico. Embora as
percentagens de neutréfilos dos grupos satélite se encontrassem dentro dos
limites de referéncia, o quadro clinico dos animais nos faz acreditar que houve
neutropenia significante.

Quadros de neutropenia podem ser provocados por diferentes fatores
como: producao inadequada pela medula 6ssea, decorrente de diminui¢ao do
numero de células progenitoras, de substituicdo do tecido hematopoiético ou de
granulopoiese ineficaz; destruicdo pelos macréfagos da medula éssea e por
outras células reticuloendoteliais nas sindromes hemofagociticas; liberagéo
medular defeituosa; redistribuicdo dentro do sistema vascular, como ocorre no
inicio da hemodialise; retencdo no bago; sobrevida intravascular encurtada,
como nas neutropenias imunes e rapido egresso para os tecidos, quando a
liberagdo medular ndo consegue aumentar proporcionalmente (ANDRES, et al,
2006 ;BAIN, 2007). Determinadas drogas, como dipirona, clozapina, dapsona,
antibidticos B-lactamicos e os agentes alquilantes e antimetabdlitos utilizados
no tratamento do cancer, estdo ligados a quadros de agranulocitose
(COLEMAN, 2001; BAIN, 2007).

Fagdcitos sdo células do sistema imune responsaveis pela primeira linha
de defesa do organismo contra bactérias, fungos e parasitas. O sistema
fagocitico é constituido por dois principais grupos de células: os granulécitos
(neutrdfilos, eosindfilos e basodfilos) e os fagdcitos mononucleares (mondécitos e
macrofagos teciduais) (ANDRADE; 2003).

Clinicamente, defeitos neste sistema podem levar a sintomas especificos
tais como abscessos cutaneos recorrentes, periodontite, abscessos hepaticos
e pulmonares e Uulceras aftosas. O defeito pode ocorrer em qualquer das

atividades fagociticas, podendo ser numérico como na neutropenia, ou
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funcional como no caso da Doenca Granulomatosa Cronica (DGC) (ETZIONI,
2001).

A doenga granulomatosa crénica (DGC) é uma sindrome caracterizada
por alteragdes genéticas que determinam um defeito na produgao dos reativos
intermediarios do oxigénio, interferindo na capacidade dos leucdcitos de
destruir microorganismos fagocitados (PRANDO — ANDRADE et al., 2004). O
quadro clinico caracteriza-se por infecgbes cutaneas e mucosas como
piodermite, furunculose e abscessos, alteragdes pulmonares com pneumonia
lobar, bronquial ou difusa e generalizada, comprometimento do trato
gastrointestinal podendo haver abscessos hepaticos e envolvimento do trato
genitourinario, podendo haver infecgdes do trato urinario, glomerulonefrite,
abscesso renal e inflamagdo granulomatosa do parénquima renal com
elevagao dos niveis séricos de creatinina (ANDRADE, 2003).

Um quadro semelhante, com aparecimento de furunculose e infiltrados
inflamatorios em pulmdes, rins e figado foi encontrado nos animais que
receberam extrato, o que nos permite hipotetizar que Z. joazeiro exerce efeitos
sobre o sistema imunoldgico, especificamente sobre neutrdfilos e este efeito
merece ser melhor investigado.

Ainda em relagdo ao leucograma, a monocitose encontrada em alguns
grupos de machos e fémeas tratados, poderia ser decorrente da instalagéo de
um processo inflamatério de evolugéo crénica (RAVEL, 1997) e um quadro de
inflamacdes em multiplos érgaos foi constatado através da analise histolégica
das visceras dos animais.

Uma fémea tratada com a dose de 175 mg/kg veio a ébito durante o
periodo experimental em decorréncia do surgimento de grande tumor. O
desenvolvimento de tumores pode ocorrer por falhas no sistema imunolégico
no reconhecimento de células anormais devido a imunodeficiéncia do
organismo, ou ainda em decorréncia de processos inflamatorios cronicos, que
por aumentarem a taxa de reproducdo celular, contribuem para a
carcinogénese (VIOLA et al., 2004). Posteriormente foi constatada leucopenia e
presenca de multiplos infiltrados inflamatoérios nos animais tratados, o que pode

ter provocado o tumor.
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Nao se pode deixar de mencionar as diferentes agcées do extrato entre
machos e fémeas, seja na intensidade, momento de aparigdo ou surgimento
propriamente dito do efeito toxico.

Existem diferengcas importantes relacionados ao sexo, em parametros
farmacoldgicos, que sdo demonstradas pelo numero crescente de dados sobre
a variagao na eficacia e perfil toxicolégico de drogas. Tem sido claramente
demonstrado que a motilidade do trato gastrointestinal € influenciada por
horménios sexuais, bem como a atividade e o conteudo de enzimas
gastrointestinais, enzimas do citocromo P450, proteinas transportadoras de
drogas e a velocidade de excrecao renal (GANDHI et al., 2004). Além disso,
diferencas na percentagem de gordura corporal podem fazer com que agentes
lipofilicos tenham um volume maior de distribuicdo e compostos soluveis em
agua exibam menor volume de distribuicido em fémeas quando comparadas
aos machos (GANDHI et al., 2004).

Outro fator contribuinte nas diferencas constatadas neste estudo,
poderia ser atribuido a um possivel efeito anti-esteroidogénico de Z. joazeiro, ja
que outra espécie do género, Zizyphus jujuba, possui esta atividade (GUPTA et
al., 2004), constituindo mais uma fonte de interferéncia com os horménios
sexuais.

Podemos afirmar ainda, que os efeitos tdxicos induzidos pelo extrato
sobre os diferentes parametros avaliados neste ensaio ndo possuem qualquer
relacdo dose-efeito.

Por fim, deve-se levar em consideracdo o fato de que os extratos
vegetais sdo misturas de substancias quimicas e quando estudos toxicoldgicos
com misturas quimicas de qualquer origem sao realizados, faz-se necessario
reconhecer que diferentes tipos de interagbes entre os constituintes dessa
mistura e o organismo animal podem ocorrer (FERON; GROTEN, 2002), o que
demonstra a complexidade de acbes que podem ser induzidas por estes
extratos e sua dificuldade de interpretagcdo tornando necessarios estudos

complementares que possam elucidar os efeitos encontrados.
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6.CONCLUSOES

De acordo com os dados obtidos através da realizagdo de ensaios

toxicolégicos pré-clinicos com o extrato etandlico das cascas do caule de

Zizyphus joazeiro Mart, pode-se concluir que:

No que diz respeito a toxicidade aguda, o extrato administrado por via
oral apresenta toxicidade principalmente por induzir alteracbes em
parametros metabdlicos como ingestdo de agua e de ragao;

hematologicos e bioquimicos;

O extrato ao ser administrado por via oral durante 90 dias tem alta
toxicidade sendo observadas alteracbes na ingestdo de agua, em
parametros bioquimicos, leucocitarios e histopatolégicos com efeitos

pulmonares, renais e hepaticos;

Considerando que o uso toépico da planta é bastante difundido pela
populacdo, € necessaria a realizacdo de estudos mais especificos que

possam garantir a seguranca de seu uso por esta via.

Levando em conta sua toxicidade, faz-se importante alertar a populagao
quanto ao uso indiscriminado da planta em preparacdes caseiras para

uso medicinal.
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