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INTRODUCAO

1. Plantas Medicinais

As plantas medicinais sdo utilizadas como medicamentos curativos para o
tratamento de enfermidades desde a antiguidade. Registros do uso terapéutico ou
preventivo de plantas medicinais sdo encontrados nos antigos hieréglifos egipcios,
nos manuais chineses de fitoterapia e na Biblia, sendo muitos datados ha mais de
7.000 anos (ALONSO, 1999).

Com a evolugéo, o homem foi conhecendo o uso das plantas medicinais e
alimenticias e sem perceber deu origem a possibilidade de comercializa-las,
observando que muitas espécies eram Unicas de determinados continentes. Desta
forma, o conhecimento botanico e fitoterapico foi originado nas principais culturas
da antiglidade, como na China, no Egito, na Assiria, na Suméria, na Babilonia, na
india e na Grécia (ALONSO, 1999).

As plantas medicinais foram incorporadas pela medicina moderna, pois,
além da utilizacdo direta como agentes terapéuticos, servem como matéria prima
para a elaboracdo de compostos semi-sintéticos mais complexos. As estruturas
guimicas de origem vegetal podem ser utilizadas como protétipos para modelagem
de novos produtos sintéticos ou utilizadas como marcadores taxondmicos na busca
por novos compostos (YUNES et al., 2001).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estimou em um bilhdo o niumero de
pessoas vivendo em pobreza absoluta e que 80% da populagdo mundial depende
essencialmente da medicina popular para o atendimento primario das suas
necessidades basicas de saude. A maior parte das praticas terapéuticas
tradicionais envolve o uso de extratos de plantas ou seus principios ativos (WHO,
1993).

De acordo com CALIXTO (2000), apesar dos grandes avan¢os da medicina
moderna nos ultimos 100 anos, as plantas medicinais continuam tendo uma
contribuicdo muito importante para o moderno arsenal terapéutico. Na ultima
década o interesse por plantas medicinais tem crescido muito, sendo estimado em
25% o0 numero de farmacos que sdo originariamente derivados diretos ou

indiretamente de plantas superiores. Em alguns grupos farmacologicos de
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interesse, cerca de 60% dos medicamentos disponiveis no mercado ou em fase
clinica de desenvolvimento, sdo derivados de produtos naturais, principalmente de
plantas superiores, como ocorre com 0s antitumorais e antimicrobianos.

As informacg0fes existentes sobre a magnitude do mercado de compostos de
origem vegetal sdo pouco precisas. Por outro lado, afirma-se que o mercado
mundial de drogas de origem vegetal é estimado em US$ 12,4 bilhdes, sendo o
consumo da Europa responsavel por aproximadamente 40% deste mercado.
Fitoterapicos e fitofarmacos sédo responsaveis por 35% do receituario médico nos
paises desenvolvidos e cerca de 80% nos paises em desenvolvimento nos EUA,
no periodo de 1983 a 1994, dos 520 farmacos aprovados pela Food and Drug
Administration - FDA, 57 (30%) eram produtos naturais ou seus derivados
(GUERRA & NODARI, 2003).

Outras estimativas revelam que o mercado de produtos farmacéuticos
movimenta US$ 320 bilhdes/ano, dos quais US$ 20 bilhdes sédo originados de
substancias ativas derivadas de plantas (GUERRA & NODARI, 2003).

No Brasil estima-se que 25% dos US$ 8 hilhdes de faturamento em 1996, da
industria farmacéutica nacional, sejam originados de medicamentos derivados de
plantas. Apenas 8% das espécies vegetais da flora brasileira foi estudada em
busca de compostos bioativos e 1100 espécies vegetais foram avaliadas em suas
propriedades medicinais, destas 590 plantas foram registradas no Ministério da
Saude para comercializacdo (GUERRA & NODARI, 2003).

O Brasil privilegia-se por deter a maior extensao de florestas tropicais, com
mais de 3,5 milhdes de Km?, representando 30% das florestas tropicais existentes,
suplantando as encontradas na Africa, Asia e restante da regi&o neotropical. Além
disso, possui uma rica diversidade étnico-cultural, baseada em conhecimentos
oriundos dos indigenas, africanos e europeus (BIZERRIL, 2003).

Existem cinco regides fitogeograficas no Brasil, as quais apresentam uma
abundancia de plantas nativas. A Amazoénia, a maior delas, € formada por varios
tipos de vegetacédo, tais como matas, varzeas, igapds, campinaranas, tabacais e
savanas, constituindo-se no maior sistema fluvial do mundo a qual juntamente com
o Cerrado (0 segundo bioma brasileiro em extensdo) e o Pantanal (maior area
alagada do mundo) sdo responsaveis por grande parte da megabiodiversidade do
pais. Apesar de restar apenas 5% de sua extensdo original, a Mata Atlantica tém a

maior biodiversidade por Km? do pais. A Caatinga nordestina, complexo
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vegetacional de carater arbustivo, é considerada por alguns pesquisadores como
um ambiente ja totalmente transformado pelo homem. Por causa do solo pobre e
estiagens freqlentes, representa a mais pobre dentre as regides RIZZINI, 1979;
BIZERRIL, 2003).

2. Familia Apocynaceae

Compreende esta familia cerca de 200 géneros com mais de 2.000 espécies
de distribuicdo marcadamente tropical e subtropical em todo mundo. S&o plantas
de habito variado, ervas, subarbustos, arvores e trepadeiras, na maioria
lateiscentes, vivem tanto nos campos como nas matas. Tém folhas em geral
opostas, até opostas cruzadas e verticiladas, com estipula rudimentares, inteiras.
Flores pequenas e também grandes e vistosas, tipicamente pentameras,
hermafroditas, diclamidias. Corola perfeitamente gamopétala, infundibuliforme ou
hipocrateriforme, de tubo longo. Androceu formado por 5 estames epipétalos, em
geral de filetes curtos, alternos com os lobos da corola e apostos ao estigma.
Ovario supero bicarpelar e bilocular, com muitos 6vulos. Carpelo separados, com
um soé estilete e um grande estigma em forma de carretel, e em geral com 2
apiculos. Fruto seco capsular ou indeiscente (thevetia), ou entdo 2 fruticulos (cada
gual resultante do desenvolvimento de um carpelo), secos, deiscentes. Sementes
aladas (Aspidosperma), pilosas (Nerium) ou nao (Allamanda) (JOLY, 1998).

Exemplos tipicos entre nos sdo 0s géneros arboreos Aspidosperma, com
diversas espécies vulgarmente conhecidas como guatambu, pereiro ou pau-pereiro
no Nordeste e perobeira que fornece excelente madeira avermelhada, a peroba, de

largo uso na carpintaria (JOLY, 1998).

3. Género Aspidosperma

O género Aspidosperma pertence a familia Apocynaceae (Dicotyledonae).
Esta familia foi descrita por Antoine Laurent de Jussieu, e pertence a ordem
Gentianales, subclasse Asteridae. A familia das Apocynaceae inclui 165 géneros,
com aproximadamente 1.900 espécies tropicais e subtropicais, sendo algumas
poucas registradas nas regides temperadas. Inclui espécies arbustivas, herbéceas,

arboreas, muitas das quais trepadeiras e suculentas. Os géneros mais importantes
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desta familia sdo: Alstonia, Aspidosperma, Rauwolfia, Vinca, Tabernaemontana,
Mandevilla, Hancoria, Nerium, Catharanthus, Allamanda, Thevetia, Himatanthus,
Wrightia (CORREA, 1978; JOLLY, 1998; GOMES & CAVALCANTI, 2001).

Somente o género Aspidosperma possui 52 espécies de plantas conhecidas,
a maioria delas sendo encontradas no Brasil, as quais sdo conhecidas por
fornecerem madeira de excelente qualidade, como as arvores conhecidas
localmente como peroba, pereiro e guatambu (OLIVEIRA, 1999; GOMES &
CAVALCANTI, 2001).

Espécies pertencentes ao género Aspidosperma (Apocynaceae), ocorrem
desde o México até a Argentina e se caracterizam pela frequiente ocorréncia de
alcaloides indolicos (JACOME et al,, 1998) Os alcaldides indoloterpénicos, tipicos
do género Aspidosperma, sao de origem mista (chiquimato/mevalonato) e possuem
geralmente atividade biolégica marcante. Muitos destes alcaldides tém sua
importancia farmacologica relatada, devido sua atividade antitumoral, antiviral,
antimicrobiana, analgésica, antimalarica, e bloqueadores dos receptores a-2
adrenérgicos (OLIVEIRA, 1999; AQUINO et al., 2002). Algumas espécies de
Aspidosperma tém uso medicinal como antimalaricos, tbnicos, febrifugos e
adstringentes (BARBOSA et al., 2002; JACOME et al., 2004).

O género Aspidosperma possui espécies com acentuada similaridade,
criando controvérsias na classificacao, rico em espécies de distin¢ao laboriosa, que
se caracteriza pela presenca, no tubo corolino, de fissuras ou rimas por detras das
anteras, e pélos foliculos achatados, contendo sementes aladas. Como vérias de
suas fusbes de espécies proximas sao ilegitimo, baseadas na insuficiéncia de
amostragem completa das colecdes, o desconhecimento das arvores naturais e
dos respectivos habitats, este género pode avancar-se a cerca de 130 espécies,
sendo perto de 80 no Brasil (OLIVEIRA, 1999; GOMES & CAVALCANTI, 2001).

GOMES & CAVALCANTI (2001), procederam estudo morfoloégico das flores
de Aspidosperma através do exame de 234 exsicatas, 67 das quais originaram-se
de coletas proprias. Através dos exames em material herborizado, em flores
preservadas em alcool 70% e das observacdes efetuadas no campo, efetuou-se a
andlise morfoldgica de nove espécies: A. cylindrocarpon Mull. Arg., A. discolor A.
DC., A. macrocarpon Matrt., A. nobile Mull. Arg., A. parvifolium A. DC., A. pyrifolium
Mart., A. spruceanum Benth. ex MUll. Arg., A. subincanum Mart. e A. tomentosum

Mart. et Zucc. Constatou-se a relevancia de diversos caracteres florais, tais como

25



26

tipo de indumento, consisténcia da corola e aspectos do tubo floral e dos lobos da
flor em antese. Investigou-se a relagéo entre calosidade do tubo floral na regido da
fauce e presenca de anel na fauce da corola. Identificaram-se novos caracteres,
destacando-se a disposi¢cdo dos 6évulos no interior do ovario como de importancia
taxondmica para a distincdo das espécies. Este € um estudo de vital importancia
na classificacdo taxonbmica destas espécies abordadas. As caracteristicas
morfologicas dos botbes florais, flores, corola, anteras e regido livre dos filetes e
ovarios das diferentes espécies de Aspidosperma deste estudo estao

apresentadas nas figuras 1 a 5, respectivamente.
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3mm

3mm

Smm

Figura 1: BotGes florais de espécies de Aspidosperma com vista do calice. 1. A.
cylindrocarpon; 2. A. discolor; 3. A. macrocarpon; 4. A. nobile, 5 .A. parvifolium; 6.
A. pyrifolium; 7. A. spruceanum; 8. A. subincanum; 9. A. tomentosum.

Fonte: GOMES & CAVALCANTI, 2001.
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S5mm

Figura 2: Flores totalmente abertas de Aspidosperma em vista lateral. 10. A.
cylindrocarpon; 11. A. discolor; 12. A. macrocarpon; 13. A. nobile; 14. A.

parvifolium; 15. A. pyrifolium; 16. A. spruceanum; 17. A. subincanum; 18. A.
tomentosum.

Fonte: GOMES & CAVALCANT], 2001.
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Figura 3: Detalhes da corola das flores Aspidosperma. 28. A. cylindrocarpon; 29.
A. discolor; 30. A. macrocarpon; 31. A. nobile; 32. A. parvifolium; 33. A. pyrifolium;
34. A. subincanum; 35. A. tomentosum. (28-30 e 32-35: vistas frontais; 31 secéo

transversal na altura dos lobos da corola).
Fonte: GOMES & CAVALCANTI, 2001.
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Figura 4: Anteras e regido livre dos filetes destacados da corola em espécies de
Aspidosperma. Vista lateral e frontal (36-37 e 39-44) vista dorsal e frontal (38). 36.
A. cylindrocarpon; 37. A. discolor; 38. A. macrocarpon; 39. A. nobile; 40. A.
parvifolium; 41. A. pyrifolium; 42. A. spruceanum; 43. A. subincanum; 44. A.

tomentosum. Escala 1 mm.
Fonte: GOMES & CAVALCANTI, 2001.
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0,5mm

Figura 5: Detalhes do ovario em espécies de Aspidosperma. (54-5, 60-62 e 66-68:
secao longitudinal; 57-59, 63-65 e 69-71: secdo transversal). 54-57. A.
cylindrocarpon; 55, 58. A. discolor; 56, 59. A. macrocarpon; 60, 63. A. nobile; 61,
64. A. parvifolium; 62, 65. A. pyrifolium; 66, 69. A. spruceanum; 67, 70. A.

subincanum; 68, 71. A. tomentosum.
Fonte: GOMES & CAVALCANTI, 2001.
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4. Aspectos Fitoquimicos, Farmacoldégicos e Toxicoldogicos do Género

Aspidosperma

Os alcaldides uleina e 3,14-desidrouleina foram isolados do extrato etandlico
das cascas de A. parvifolium (JACOME et al., 1996; JACOME et al., 2004). A
uleina foi testada contra Trypanossoma cruzi em doses de 1,4; 0,7 e 0,3 mg/mL,
apresentando 100% de atividade, causando porém lise parcial de heméacias
(JACOME et al., 1996). Outros estudos evidenciaram o potencial da A. parvifolium
como antiparasitario e antitumoral (JACOME et al., 1998).

Outros alcaldides inddlicos como a aspidospermina e quebrachamina
também foram isoladas de planta do género Aspidosperma. Estes alcaldides
mostraram ser ativos como bloqueadores adrenérgicos (DEUTSCH et al., 1994).

O extrato bruto contendo alcaldides das sementes de A. ramiflorum e dos
gravetos de A. tomentosum, nas dosagens de 0,2 mg/mL e 2,0 mg/mL
respectivamente, apresentaram potente atividade antitumoral (AQUINO et al,;
2002). O extrato alcaloidico das cascas de A. ramiflorum, o qual é rico nos
alcaldides ramiflorina A e ramiflorina B, apresentou atividade contra a forma
extracelular (promastigotos) de Leishmania amazonensis e Leishmania braziliensis
(FERREIRA et al., 2004). Os extratos brutos etandlico e diclorometanico das partes
aéreas de A. tomentosum apresentaram atividade antiproliferativa quando testados
frente a cinco linhagens de células tumorais humanas (KOHN et al., 2000).

Compostos quimicos como os triterpenos b-amirina e 3-oxo-ursanoato, € 0s
esterdides b-sitosterol e estigmasterol foram isolados do cerne de A. nitidum
(PEREIRA et al., 2004).

Os alcaldides presentes nos ramos e folhas de A. cylindrocarpon
apresentaram atividade antitumoral e também demonstraram potencial atividade
antimalarica (CORNELIO & MORENO, 2002).

O extrato etandlico do caule de A. polyneuron apresentou atividade
antifangica quando testado pelo método de biorrevelacdo em placas de CCD
(FERREIRA et. al., 2004).
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Os alcal6ides inddlicos presentes no género Aspidosperma como o N-formil-
aspidospermidina e aspidospermina apresentaram atividade contra Plasmodium
falciparum (MITAINE-OFFER et al., 2002).

5. Aspidosperma subincanum Mart.

A espécie Aspidosperma subincanum Mart. € vulgarmente conhecida como
perobinha, guatambu, guatambu vermelho, paupereira-do-mato, pau-pereiro,
peroba-vermelha, peroba e pau-peroba. E uma arvore de aproximadamente 15 a
20 metros, com tronco de 40 a 50 cm, podendo ser encontrada em alguns estados
do Brasil como S&o Paulo, Minas Gerais, Mato Grosso, Goias e Mato Grosso do
Sul. As flores desta planta podem ser encontradas entre os meses de setembro e
novembro (CORREA, 1978; DE LA CRUZ, 1997).

Sua entrecasca tem indicacdo popular para o tratamento de enfermidades
como: diabetes, colesterol, obesidade, Ulceras e gastrites. (Dados néo publicados).

Através de estudos fitoquimicos, foram isolados das cascas desta planta
acido oléico e os alcaldides inddlicos subincanadineos A-C (1), subincanideos D-E
e subincanideo F (2), conforme figura 6 (KOBAYASHI et al., 2002; PORTO et al.,
2004).

O alcal6ide guatambuina e o acido oléico foram isolados do Aspidosperma
subincanum Mart, pela equipe da UNIVALI — em lItajai, Santa Catarina sob
orientacdo do Prof. Dr.Valdir Cechinel Filho. As estruturas quimicas destes
compostos seguem na figura 6. (Dados nao publicados).

Este alcaldéide ja foi encontrado em outras espécies do género
Aspidosperma, como a Aspidosperma australe, assim como de outras espécies da
familia Apocynaceae, como da planta Ervatamia coronaria e Stenosolen

heterophyllus.
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Figura 6: Estrutura quimica dos compostos isolados de Aspidosperma subincanum
Mart.
Fonte: KOBAYASHI et al.,, 2002 e Cechinel, V. Univali — SC (Dados nao

publicados).
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PORTO et al. (2004), realizou uma investigacdo fitoquimica de fracdes
cloroférmicas resultantes dos extratos etandlicos do caule e raizes de
Aspidosperma subincanum Mart, isolando trés alcaldides inddlicos pirocarbazois.
Destes, um foi identificado como sendo a olivacina (1,5 dimetil-6 H-piridol[4,3-
b]carbazol), uma substancia com atividade antitumoral, de ocorréncia comum no
género tendo sido previamente descrita nesta espécie. Outro alcalbéide teve sua
estrutura determinada como sendo a guatambuina (Nb-metiltetraidroolivacina),
presente no género Aspidosperma. Para o terceiro alcal6ide foi proposto por
PORTO et al. (2004) a estrutura do 2,11-dimetil-10H-pirido[2,3-b-]carbazol, o qual
ndo foi encontrado na literatura.

Realizaram-se ainda bioensaios com frac6es hexanicas e cloroférmicas do
caule e raizes apresentando resultados significativos para Artemia salina e Aedes
aegypti, sendo a taxa de toxicidade frente a Artemia salina efetiva até 1,0 pg/mL.
As mesmas fragcbes nao foram satisfatorias no controle moluscicida com o
caramujo Biomphalaria glabrata (PORTO et al., 2004).

Com base em estudos etnoboténicos, entrevistas e avaliando o modo de uso
desta planta pela populacdo, na forma de infusos e decoctos da entrecasca do
caule, foi estimada a dose diaria consumida por um adulto jovem através do calculo
do peso seco (residuo) de 1L de cha. O uso do cha se da como substituicdo da
agua, logo se chegou a dose média consumida de 25 mg/dia (Dados n&o
publicados).
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Figura 7: Foto da Aspidosperma subincanum Mart., em detalhe o fruto, em
23/11/2003.

6. Alcaldides

Alcaldides (termo linguisticamente derivado da palavra arabe alquali,
denominagdo vulgar da qual a soda foi originalmente obtida) sdo compostos
nitrogenados farmacologicamente ativos e sdo encontrados predominantemente
nas angiospermas. Na sua grande maioria, possuem carater alcalino, com algumas
excecdes (HENRIQUES et al., 2003).

Uma definicdo para essa classe de substancias apresenta certas
dificuldades devido a auséncia de uma separacdo precisa entre alcaldides e
aminas complexas de ocorréncia natural. Para contornar esses problemas,
PELLETIER (2003) formulou a seguinte definicdo: "Um alcal6ide seria uma

substancia organica, de origem natural, ciclica, contendo um nitrogénio em um
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estado de oxidacdo negativo e cuja distribuicdo é limitada entre os organismos
vivos.” Essa definicdo englobaria todos os compostos até o momento considerados
como alcalbdides, mas excluiria compostos nitrogenados como: aminas simples,
aminoacidos, peptideos, proteinas, acidos nucléicos, nucleotideos, porfirinas,
vitaminas e compostos nitro e nitroso (HENRIQUES et al., 2003).

Os alcaldides contendo um atomo de nitrogénio em um anel heterociclico
sdo chamados alcaloides verdadeiros e sdo classificados de acordo com o sistema
anelar presente na molécula. As substancias com o atomo de nitrogénio nao-
pertencente a um sistema heterociclico sdo denominadas de protoalcaldides.
Compostos nitrogenados com e sem anéis heterociclicos que nao séao derivados de
aminoacidos sdo chamados de pseudoalcaldides (HENRIQUES et al., 2003).

O amplo espectro das atividades bioldgicas reportadas aos alcaldides pode
ser relacionado com sua variedade estrutural. A presenca de alcaldides pode ser
assinalada em ampla gama de atividades biolégicas investigadas. Assim pode-se
citar emetina (amebicida e emético), atropina, hioscina e escopolamina
(anticolinérgicos), reserpina e protoveratrina A (anti-hipertensivos), quinina
(antimalarico), captotecina, vimblastina e vincristina (antitumorais), codeina e
noscapina (antitussigenos), morfina (hipnoanalgésico), quinidina (depressor
cardiaco), cafeina (estimulante do SNC), teobromina e teofilina (diuréticos),
colchicina (tratamento da gota), tubocurarina (miorrelaxante), efedrina
(simpatomimético), castanospermina (antiviral), galantamina (tratamento do mal de
Alzheimer) entre muitos outros (HENRIQUES et al., 2003).

7. Alcaldides Inddlicos

Atualmente, sdo conhecidos em torno de 2000 alcaldides indolicos. Essa
classe de compostos pode ser subdividida em dois grupos: o grupo maior, com 0s
alcaléides conhecidos como indélicos monototerpénicos, e um outro, com 0s
demais alcaldides indélicos. Os primeiros sdo, na maioria das vezes, derivados de
triptamina e do monoterpeno (iridoide) secologanina. Apesar de quase todos os
membros desse grupo serem derivados desses dois compostos, diversos
rearranjos do esqueleto original resultaram numa enorme variedade estrutural, com
grande numero de centros assimétricos. Consequentemente, a sintese desses

compostos continua sendo um desafio e quase todos os membros desse grupo
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usados na terapéutica continuam sendo obtidos a partir de extratos vegetais. O
grupo menor é muito heterogéneo e, com isso, tem ocorréncia dispersa e menos
caracteristicas do ponto de vista quimiossistematico. Estdo enquadrados nesse
grupo os derivados simples do triptofano, como a triptamina e a serotonina e
também os derivados do harmano, que contém mais um anel. Existem também,
estruturas caracteristicas encontradas até hoje somente em um género, como a
fisiostigmina e os alcalbides do espordo-de-centeio (SCHRIPSEMA et al., 2003).

Os alcaldides indolicos possuem grande importancia econémica devido as
suas atividades farmacoldgicas. Podem ser citadas a vincristina e a vimblastina,
gue sao antineoplasicos importantes; a ergotamina utilizada para enxaqueca; a
ajmalicina e a iombina, farmacos usados nos disturbios do fluxo sanguineo e a
reserpina como antidepressivo (SCHRIPSEMA et al., 2003).
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JUSTIFICATIVA

De modo geral a populacdo recorre aos conhecimentos populares na hora
de utilizar plantas medicinais (na maioria, plantas oriundas de fontes
desconhecidas), por acreditarem que "se bem néo fizer, mal também nao fara".
Acreditar que as plantas medicinais sdo totalmente benéficas somente por serem
plantas, pode ser muito perigoso. As substancias produzidas pelas plantas sao
idénticas aquelas sintetizadas em laboratério pelo homem; apenas podem ser
menos toxicas devido as baixas concentracdes encontradas nos vegetais ou pela
interagdo direta ou indireta com outras substancias existentes na planta. Esse
conceito conferido aos chas e infusdes deve ser revisto, pois, se houver ingestéao
em excesso, ou se alguns componentes forem nocivos ao homem, os efeitos
indesejados serdo idénticos ou ainda piores que dos remédios sintéticos que
seriam utilizados para a doenca em questao (SOARES, 2002).

Baseado nesta crenca de que as plantas ndo fazem mal a saude, muitas
vezes 0 uso popular ocorre de forma indiscriminada. Com o objetivo de avaliar a
seguranca da utilizacdo da Aspidosperma subincanum Mart. pela populacéo foi
proposto o desenvolvimento deste trabalho que realizou um estudo toxicologico
pré-clinico do extrato hidroalcodlico da entrecasca do caule de Aspidosperma

subincanum Mart. e confrontou com a dose diaria média utilizada pela populacao.
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ARTIGO

ESTUDO TOXICOLOGICO PRE-CLINICO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DA
ENTRECASCA DO CAULE DE Aspidosperma subincanum MART.
(GUATAMBU)

Resumo: A Aspidosperma subincanum Mart. (Apocynacea) € uma arvore de porte
meédio, nativa do cerrado, conhecida popularmente por guatambu, pau-pereiro e
perobinha. E utilizada pela populacdo na forma de chas (infuso e decocto) para
distarbios gastricos, diabetes, hipercolesterolenemia e como emagrecedor. Com o
intuito de estabelecer as bases toxicoldgicas para 0 uso popular da entrecasca do
caule de A. subincanum Mart., foi realizado um estudo toxicoldgico pré-clinico com
o extrato hidroalcodlico desta planta (EHAs). Este estudo verificou a toxicidade
aguda do EHAs pela estimacao da DLsp apos administracdo oral e intraperitoneal
em camundongos. A citotoxicidade (CLsp) foi avaliada pelo bioensaio de Artemia
salina Leach. Os efeitos subcrénicos nos parametros bioquimicos e hematoldgicos
dos ratos, foram estudados apés 30 dias de exposicao diaria ao EHAs (5 e 100
mg/kg). O EHAs ndo apresentou toxicidade com doses agudas de até 300 mg/kg
para v.o. e 200 mg/kg para i.p. A DLso do EHASs foi de 1129 + 154 mg/kg, v.o. e 397
+ 15 mg/kg, i.p. e a CLso foi de 1340 + 428 pg/mL. O EHAS, nas doses testadas,
nao causou alteracdes comportamentais, bioquimicas e hematoldgicas assim como
também nao alterou os pesos relativos dos 6rgdos de ratos. Usando o método de
aproximacdo de dose por fator de correcdo (NOAEL), a dose segura foi de 70
mg/dia. As analises fitoquimicas revelaram a presenca de alcal6ides e saponinas.
O EHAs mostrou-se seguro e ndo toxico em ratos e as preparacdes usadas pela

populagédo possuem relativa seguranca quando usada nas doses habituais.

Palavras chaves: Aspidosperma subincanum, extrato hidroalcodlico, entrecasca

do caule, estudos toxicolégicos.
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1. Introducéo

Aspidosperma subincanum Mart.(Apocynacea), popularmente conhecido
como “Guatambu, Pau-pereiro e Perobinha”, é uma arvore de porte médio nativa
da regidao do cerrado mato-grossense do Brasil. As preparacdes na forma de
infusos e decoctos da entrecasca do caule sao largamente utilizadas pela
populacdo para o tratamento de diabetes, hipercolesterolemia, distlrbios gastricos
e como emagrecedor (CORREA, 1978; GOMES & CAVALCANTI, 2001).

Estudos fitoquimicos preliminares do extrato metandlico da entrecasca do
caule de A. subincanum revelaram a presenca de alcaldides inddlicos quaternarios
(KOBAYASHI et al., 2002). Pelo nosso conhecimento, nem estudos farmacoldgicos
nem toxicologicos foram publicados na literatura cientifica.

O objetivo do presente estudo €é avaliar a seguranca do extrato
hidroalcodlico da entrecasca do caule de A. subincanum Mart. realizando a

toxicidade aguda, toxicidade subcrénica e atividade citotoxica.

2. Materiais e Métodos

2.1. Animais

Ratos Wistar albinos machos (180-200 g) e camundongos Swiss (25-30g) machos
e fémeas foram usados. Os animais foram mantidos em gaiolas de propileno a 25 + 2°C
com ciclo claro-escuro de 12 h e livre acesso a ragdo e agua. Grupos de trés a dez animais
foram uilizados nos experimentos. Nauplios de Artemia salina Leach foram usados no
bioensaio de citotoxicidade. O protocolo para estes experimentos foi aprovado pelo

Comité de Etica em Animais da Universidade Federal do Mato Grosso, Brasil.

2.2. Material Botanico

A entrecasca do caule de A. subincanum Mart. foi coletada (5,35 kg), na estrada de
Santo Antonio do Leverger, &ea do municipio de Cuiaba, em 27 de novembro de 2003,
pela manh&, numa reserva de cerrado nativo. A identificacdo boténica foi realizada pelo
MSc. Harri Lorenzi, do Instituto Plantarum, em Nova Odessa - Sdo Paulo. Uma amostra
testemunha do material com frutos, foi depositada no Herbéario Central da Universidade
Federal do Mato Grosso, sob exsicata de n°® 30487.

41



42

2.3. Preparagéo do Extrato

A entrecasca do caule foi limpa e seca a temperatura de 40°C por 7 dias até peso
constante (4,7 kg) e posteriormente triturada. O p6 da entrecasca do caule (2 kg) foi
macerada com etanol/agua 75% (1:3 p/v) por 7 dias em temperatura ambiente. O extrato
foi separado por filtracdo e concentrado em rotaevaporador. O solvente residual foi
eliminado em estufa a 45°C e obtido 208,2 g (10,41% de rendimento). No momento do
uso, o extrato hidroalcodlico (EHAS) foi dissolvido com Tween 80 (0,1%) em agua destilada

ou salina 0,9%.

2.4. Teste Hipocratico

Foram utilizados aamundongos machos para este teste, trés animais para
cada dose. Sinais e sintomas foram observados apds administracéo oral - v.o. (100
- 3000 mg/kg) ou intraperitoneal - i.p. (100 - 1000 mg/kg) do EHAs. No grupo
veiculo foi utilizado salina 0,9%. ApOs o0s tratamentos, o0os animais foram
observados em 5, 10, 15, 30, 60, 120 e 240 min e sinais clinicos e mortalidade, se
manifestados, foram registrados por um periodo de uma semana, de acordo com o
método modificado de MALONE (1977).

2.5. Dose Letal 50 % (DLsp)

Para determinacdo da DLsp o0 método de MILLER & TAINTER (1944) foi
seguido. Doses crescentes de EHAs (100 — 3000 mg/kg v.o. ou 300 - 500 mg/kg
i.p) foram administradas em grupos de 10 camundongos (5 machos e 5 f€meas)
cada, pesando 25 - 30 g. Um grupo controle recebeu salina 0,9% i.p. e agua v.o.
Sinais de toxicidade e mortalidade dentro de 24 h foram registrados. A DLsg foi
calculada pelo grafico da porcentagem de mortalidade contra o probito do log da

dose do extrato.

2.6. Toxicidade Subcronica

A toxicidade subcronica foi avaliada pela administracdo Unica e diaria do
veiculo (0,1% de Tween 80 em agua destilada — 1 mL/100g) ou EHAs (5 e 100
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mg/kg) por um periodo de 30 dias, como proposto por BAUTISTA et al., (2004).
Ratos Wistar (n=6; 180 - 200 g) receberam veiculo ou EHAs por gavagem
orogastrica, sempre durante as manhas. O ganho de peso corporal e consumo de
racdo e agua foram determinados a cada 6 dias. Do mesmo modo, sinais e
sintomas de toxicidade foram registrados, se ocorressem, incluindo alteracées na
pele, pélo, olhos, sistema circulatério, gastrintestinal, respiratorio, sistema nervoso
central e periférico, assim como manifestagcdes comportamentais gerais. Ao final do
periodo, com o0s animais anestesiados, amostras de sangue com EDTA foram
coletadas da veia cava inferior, para realizar estudos hematol6gicos incluindo
hematocrito (Ht), hemoglobina (Hb), hemaceas (RBC), volume corpuscular médio
(MCV), hemoglobina corpuscular média (MCH), concentracdo de hemoglobina
corpuscular média (MCHC), leucdcitos (WBC), linfécitos e plaquetas. Também foi
coletado soro e tracado o perfil bioquimico determinando-se os niveis plasmaticos
de glicose, uréia, acido Urico, transaminase asparginina (AST), transaminase
alanina (ALT), colesterol total, triglicérides e albumina. Os exames laboratorias
foram realizados pelo LACEN — MT, utilizados kits Labtest e equipamento de
automacéo Lab Max.

Os orgaos vitais foram removidos (pulmdes, coracao, pancreas, estbmago,
figado e rins), necropsiados e pesados para determinacdo do peso relativo [(peso

do 6rgéo / peso corporal) X 100].

2.7. Bioensaio de Citotoxicidade

A citotoxicidade foi avaliada de acordo com a técnica modificada descrita por
MEYER et al., (1982). O EHAs foi testado em niveis de concentracéao (0,1 - 1000
pug/mL). Os cistos de Artemia salina Leach foram acondicionados em um recipiente
com agua marinha artificial (sal marinho 3%), em temperatura ambiente, em
triplicata. Ap6s 24 h, 10 nauplios (larvas eclodidas com movimento) foram
colocadas em cada tubo de ensaio contendo a amostra. O niumero de nauplios sem
movimentos foi contado apos 24 h. A ClLso para cada ensaio, foi calculada pela
média de trés amostras usando a analise de probitos (MILLER & TAINTER, 1944).

Sulfato de quinidina (50 a 1000 pug/mL) foi usado como controle positivo.

2.8. Anélises Estatisticas



Os dados sdo apresentados por média = E.P.M. Foi realizado Analise de

variancia — ANOVA e valor de p menor que 0,05 foram considerados significantes.

3. Resultados

3.1. Toxicidade Aguda

A administragéo oral de 300 mg/kg de EHAs ndo mostrou nenhum sinal de
toxicidade ou alteracdo comportamental geral nos camundongos. Entretanto, doses
de 500 a 3000 mg/kg foram seguidas de sinais e sintomas tipicos de estimulagéo
do sistema nervoso central efeitos como piloerecéo, tremores, convulsdes, cianose
e morte. Estes efeitos foram dose-dependente e o valor da DLsg oral do extrato
encontrado foi 1129 + 154 mg/kg (Tabela 1).

A administracao intraperitoneal do EHAs produziu piloerecdo e tremores
comecando com dose de 300 mg/kg. Com doses de 350 a 475 mg/kg, foram
observados piloerecao, tremores, convulsdes, cianose e mortalidade de 100% dos
camundongos com a maior dose. O valor da DLsg intraperitoneal do extrato foi de
397 £ 15 mg/kg (Tabela 2).

3.2. Toxicidade Subcrénica

Nenhum dos animais tratados com EHAs nas doses de 5 e 100 mg/kg v.o.
exibiram alteragcbes comportamentais e sinais e sintomas toxicos ndo foram
observados.

Como mostrado na Tabela 3, o peso médio dos animais tratados v.0. com
doses repetidas do EHAs nao diferiram estatisticamente dos pesos médios dos
animais controles. O mesmo foi observado no consumo de racdo e de agua
guando comparados com o grupo controle (Tabela 4 e 5, respectivamente).

O efeito subcrbnico da administracdo oral de EHAs nos parametros
hematolégicos é apresentado na Tabela 6. Todos os parametros [leucécitos
(WBC), hemaceas (RBC), hemoglobina (Hb), hematocrito (Ht), plaquetas, linfocitos
absolutos e relativos] mantiveram-se com limites normais apds o periodo do

tratamento e sem diferencas significativas quando comparados com grupo controle.
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O perfil bioguimico dos ratos tratados e controles estd apresentado na
Tabela 7. Administragcdo oral subcrbnica do EHAs ndo causou alteragOes
significativas nas dosagens de glicose, uréia, transaminase asparginina (AST),
transaminase alanina (ALT), colesterol total, triglicérides, albumina e &cido Urico.

O peso relativo dos 6rgéos estd apresentado na Tabela 8. N&do existem
diferencas significativas nos pesos relativos do estdbmago, figado, coracéao,
pulmdes, rins e pancreas apds o periodo experimental quando comparados 0s
grupos tratados com o controle. No exame macroscépico, nenhuma lesdo gastrica

ou alteracao da mucosa foi constatada nos ratos tratados com EHAs ou veiculo.

3.3. Bioensaio de Citotoxicidade

O EHAs néo apresentou letalidade significativa contra Artemia salina com
concentracoes de 0,1 pg/mL. A letalidade dos nauplios iniciou-se na concentracao
de 1 pg/mL do EHAs (6%) culminando com 100% de morte na concentracédo de
5000 pg/mL. A CLso calculada para o EHAs foi de 1340+ 428 pg/mL, enquanto para
o sulfato de quinidina foi de 130 + 33 pg/mL.

4. DiscussoOes e Conclusodes

As infusbes e decoccdes da entrecasca do caule de A. subincanum Mart.
sédo indicadas pela populacéo para tratamento de diabetes, hipercolesterolemia,
problemas gastricos e como emagrecedor. A dose usual nas preparacdes
populares é estimada em aproximadamente 25mg/dia (dados n&o publicados). Este
trabalho avalia a toxicidade aguda e subcronica do extrato hidroalcodlico da
entrecasca do caule de A. subincanum Mart. Este extrato foi selecionado devido a
semelhanca de polaridade do EHAs quando comparada as preparacfes populares
onde o veiculo € a agua.

A avaliagdo toxicoldgica da administragdo oral do EHAs mostrou que a dose
de 300 mg/kg ndo causa nenhum sinal de toxicidade em camundongos. Os efeitos
toxicos foram observados a partir de 500 mg/kg e a severidade foi dose-
dependente culminando com 100% de morte na dose de 2500 mg/kg. A DLsp

encontrada nos camundongos apos administracéo oral foi de 1129 + 154 mg/kg.
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Os efeitos toxicos decorridos da administracao intraperitoneal de 350 mg/kg
do EHAs foram observados primeiro que na via oral. O valor de DLsp encontrado
para a administracao intraperitoneal foi de 397 = 15 mg/kg. Este resultado mostra
gue o EHAs tem absorcao mais efetiva pela via intraperitoneal do que pela via oral.

O estudo da toxicidade subcrénica do EHAs administrado por via oral em
ratos nas doses de 5 e 100 mg/kg por 30 dias, mostra que 0s animais tratados nao
apresentaram alteragcdes comportamentais e nao tiveram alteragbes o ganho de
peso médio, no consumo de alimentos e de agua. As alteracbes no peso médio
tém sido usadas como indicador de efeitos adversos para drogas e compostos
(HILALY et al., 2004); o presente resultado sugere que doses orais de EHAs néo
apresentaram toxicidade em ratos, nas doses testadas.

N&o houve alteracdes significantes nos parametros bioquimicos dos ratos
tratados com EHAs. Os niveis plasmaticos de colesterol, um indicador indireto da
funcado do figado (HILALY et al., 2004), ndo foram afetados pela administracdo do
EHAs e foi confirmado pelo fato de ndo terem sido observados alteracdes nos
niveis de transaminases (ALT e AST), as quais sdo bons indicadores de funcao
hepatica, entdo pode-se deduzir que o EHAs nao induz a danos no figado.

Apés o periodo de tratamento, 0s niveis plasmatico de glicose, albumina,
acido urico e uréia se mantiveram nos limites fisiolégicos, sugerindo que a
administragdo subcronica do EHAs (5 e 100 mg/kg, v.0.) n&o interfere no
metabolismo dos ratos. Como ndo houve nenhuma alteracdo nos niveis de
albumina e uréia, pode-se deduzir que o EHAs ndo induz efeitos nocivos aos rins.
N&o houve alteracdes significativas nos limites de acido Urico sugerindo nenhum
efeito deletério do EHAs nas fungfes de qualquer 6rgdo (CHAVALITTUMRONG et
al., 2004).

Como existe a indicacdo popular da planta para tratamento da diabetes vale
ressaltar que a glicemia de ratos normais néo foi alterada apds o tratamento com o
EHAs.

O EHAs (5 e 100 mg/kg v.0) ndo alterou nenhum parametro hematologico
avaliado (leucécitos, hemaceas, hemoglobina, hematdcrito, plaquetas, linfocitos
absolutos e relativos) demonstrando que ndo causa nenhum efeito téxico sobre a
medula 0ssea e sobre o mecanismo de homeostasia do sistema circulatorio.

O exame macroscopico nado revelou alteragbes no estbmago, figado,

pancreas, coracdo, pulmdes e rins e nenhuma alteracdo no peso relativo dos
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orgaos dos ratos tratados com EHAs (5 e 100 mg/kg, v.0.). Estes achados estéo de
acordo com os parametros hematoldgicos e bioquimicos observados, sugerindo
gque o EHAs n&o causa nenhum efeito nocivo sobre Orgdos vitais quando
administrado por 30 dias, nas doses testadas.

Para avaliar citotoxicidade do EHAs foi realizado o ensaio de Artemia salina.
A CLsp calculada para o EHAs foi de 1340 + 428 g/mL. Levando em conta a
possivel relacdo entre atividade no bioensaio e possivel toxicidade aguda da planta
em humanos (DESMARCHELIER et al., 1996), pode-se sugerir inocuidade do
EHAs e das preparacgdes populares de A. subincanum Mart.

A extrapolacdo de doses dos animais para humanos € baseada em multiplas
suposi¢cfes sobre o comportamento do composto entre as espécies. Uma
aproximacdo comumente utilizada € baseada na dose do composto que possuli
auséncia de efeitos téxicos na mais sensivel das espécies testadas em estudos
toxicologicos pré-clinicos de quatro semanas, usando a NOAEL - no observable
adverse effect level (REIGNER & BLESCH, 2002).

A dose segura pode ser estimada usando a formula 1/10 x NOAEL X 70 kg x
1/10, onde NOAEL corresponde a 100 mg/kg. A dose segura em nosso estudo
pode ser estimada em 70mg/dia. Quando comparando a dose segura com a dose
usualmente utilizada em preparacdes domésticas pela populacdo (25 mg/dia)
podemos dizer que as pessoas estdo utilizando doses com limite de seguranca
apenas trés vezes menor que a dose segura estimada, o que permite dizer que o
uso de A. subincanum Mart. deve ser conduzido com cuidado.

Estudos fitoquimicos preliminares de extrato metandlico da entrecasca do
caule de A. subincanum revelaram a presenca e isolamento de alcaldides indolicos
guaternarios (KOBAYASHI et al., 2002). Os efeitos toxicos presentes na toxicidade
aguda neste estudo podem estar relacionados com a presenca de alcaldides no
EHAs.

Em resumo, com doses usadas no estudo toxicoldégico pré-clinico em
roedores, o EHAs ndo apresentou nenhum efeito toxico notavel com doses agudas
(300 mg/kg, v.0). Doses de 100 mg/kg administradas v.o. por 30 dias, ndo
causaram alteracbes comportamentais, nos parametos hematoldgicos e
bioquimicos e nem no peso relativo dos 6rgaos vitais. O EHAs mostrou baixa
citotoxicidade quando testado com Artemia salina Leach. A extrapolacdo dos

resultados obtidos no estudo toxicolégico pré-clinico para humanos, permite dizer
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gue preparacfes usadas pela populacdo possuem seguranca relativa, sugerindo

uso cauteloso desta planta.

Agradecimentos: CAPES, Instituto Plantarum; LACEN.
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Tabela 1. Toxicidade aguda do extrato hidroalcodlico da entrecasca do caule de

Aspidosperma subincanum Mart (EHAS) por administracdo oral em camundongos.

Dose Morte/ Laténcia
mg/kg Tratado (min) Sinais e sintomas téxicos
300 0/10 Nenhum,
500 1/10 >60 <120 Piloeregéo, tremores, convulsbes e morte
750 1/10 >60 <120 Piloerecéo, tremores, convulsdes e morte
850 3/10 >30<120 Piloerecéo, tremores, convulsdes, cianose e morte
1000 5/10 >15 <90 Piloerecéo, tremores, convulsdes, cianose e morte
1250 7/10 >15 <60 Piloerecdo, tremores, perda dos movimentos das
patas traseiras, convulsdes, cianose e morte
1500 9/10 >10 <60 Piloerecdo, tremores, perda dos movimentos das
patas traseiras, convulsdes, cianose e morte
1750 9/10 >10 <60 Piloerecdo, tremores, perda dos movimentos das
patas traseiras, convulsdes, cianose e morte
2000 9/10 >10 <60 Piloerecdo, tremores, perda dos movimentos das
patas traseiras, convulsdes, cianose e morte
2500 10/10 >10 <60 Piloerecdo, tremores, perda dos movimentos das
patas traseiras, convulsdes, cianose e morte
3000 10/10 >10 <60 Piloerecdo, tremores, perda dos movimentos das

patas traseiras, convulsdes, cianose e morte

DLso: 1129 + 154 mg/kg

Observacao apos 7 dias nos grupos: sem alteracoes.
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Tabela 2: Toxicidade aguda do extrato hidroalcodlico da entrecasca do caule de

Aspidosperma subincanum Mart (EHAs) por administracdo intraperitoneal em

camundongos.
Dose Morte/ Laténcia
mg/kg  Tratado (min) Sinais e sintomas téxicos
100 0/10 Nenhum
200 0/10 Nenhum
300 0/10 Piloerecéo, tremores
350 1/10 >30 <120 Piloerecao, tremores, convulsbes e morte
400 4/10 >30<120 Piloerecéao, tremores, convulsées e morte
425 7/10 >30 <120 Piloerecado, tremores, convulsdes, cianose e
morte
450 9/10 >15<90 Piloerecdo, tremores, convulsdes, perda dos
movimentos das patas traseiras, cianose e
morte
475 10/10 >15<60 Piloerecdo, tremores, convulsbes, perda dos
movimentos das patas traseiras, cianose e
morte
500 10/10 >10<60 Piloerecdo, tremores, convulsdes, perda dos
movimentos das patas traseiras, cianose e

morte

DLso: 397 + 15 mg/kg

Observacédo apos 7 dias nos grupos: sem alteracoes.
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Tabela 3: Efeito do EHASs sobre o ganho de peso corporal dos ratos durante 30 dias de ensaio.

Dose Ganho de peso corporal (g)
Tratamento
(mg/kg)
M1 M2 M3 M4 M5
Veiculo 20,78+ 3,12 16,38+ 345 753+191 4,71+188 3,15+3,48
EHAs 5 20,60+ 3,36 16,31+ 2,66 951+195 486+143 -3,15+1,42
EHAs 100 1936+229 2488+463 1190+296 1,75+131 -151+1,31
ANOVA; M (1-5) — média de ganho de peso a cada 6 dias.
n=6
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Tabela 4: Efeito do EHAs sobre o consumo de racgéo dos ratos durante 30 dias de ensaio.

Consumo de racao (g)

Tratamento Dose

(mg/kg) M1 M2 M3 M4 M5
Veiculo 88,36 +4,64 11952+8,75 113,77+756 12255+546 127,25+4,14
EHAs 5 8425+566 113,62+5,77 10498 +6,07 113,49+6,26 126,70+2,54
EHASs 100 75,75+5,17 11485+7,07 101,10+555 11487+4,74 12497 +1,33

ANOVA; M (1-5) — média de consumo de racéo a cada 6 dias.

n=6
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Tabela 5: Efeito do EHAs sobre o consumo de agua (mL) dos ratos durante 30 dias de ensaio.

Volume (mL)

Dose
Tratamento
(mg/kg) M1 M2 M3 M4 M5
Veiculo 133,33+ 7,14 159,17+10,1 171,67 +9,00 165,83+6,76 177,00 + 6,26
EHAs 5 131,67 +7,60 166,67 +7,03 170,00+10,64 165,33+12,18 178,67 £6,71
EHAS 100 123,33+557 173,33+6,41 18250+6,15 170,17 +10,77 192,00 4,08

ANOVA; M (1-5) — média de consumo de agua a cada 6 dias.
n=6
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Tabela 6: Efeito do EHAs sobre os parametros hematoldgicos dos ratos apds 30 dias de ensaio.

Parametros Veiculo ERAS EHAS

(5 mg/kQ) (100 mg/kg)
Leucécitos -WBC (10% U/L) 7,66 £ 0,92 8,35+ 1,03 7,43+ 0,83
Hemaceas - RBC (10° U/L) 7,03+ 0,20 6,91 + 0,20 7,17 + 0,62
Hemoglobina (g/dL) 14,46 + 0,29 14,56 + 0,25 14,46 + 0,47
Hematocrito (%) 41,31+ 1,204 40,63 + 1,40 38,80+1,17
Plaquetas (10° U/L) 605,17 +23,98 534,17+61,41 564,03 + 28,56
Linfécitos absolutos (mm?3) 6,6 0,73 6,66 £ 0,81 6,03+ 0,53
Linfocitos relativos (%) 80,25+ 1,50 80,75+ 2,82 82,43+ 2,57

ANOVA
n=6



Tabela 7: Efeito do EHAs sobre os parametros bioquimicos dos ratos apés 30 dias de ensaio.

Parametros Veiculo EHAS EHAS

(5 mg/kQ) (100 mg/kg)
Glicose (mg/dL) 80,0+ 5,34 84,50 + 7,27 78,83 + 3,60
Uréia (mg/dL) 37,00 +4,43 41,17 £5,02 39,00 + 4,73
Acido drico (mg/dL) 1,70 + 0,34 1,08+0,12 2,00+ 0,61
AST (U/L) 179,50+12,36 181,33+11,25 187,83 + 16,63
ALT (U/L) 50,16 + 2,24 61,83+12,21 56,50 + 7,97
Colesterol total (mg/dL) 70,50 + 10,67 78,16 £ 9,62 71,66 £ 2,33
Triglicérides (mg/dL) 81,33+ 6,02 77,00 + 10,2 75,83 10,16
Albumina (mg/dL) 4,28+0,11 4,31+0,07 4,28 +0,13

ANOVA
n=6
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Tabela 8: Efeito do EHASs sobre o peso relativos dos 6rgao apés 30 dias de ensaio.

Dose
Tratamento (mg/kg)

Peso relativo dos 6rgéos (g% peso corporal)

Figado Coracéo Pulmdes Rins Pancreas

15,73+2,02 188+0,23 263+0,28 3,76+0,60 1,01+0,13
1432+1,73 168+0,25 257+032 3,64+050 0,85%+0,12
12,21+0,85 1,46+0,11 2,16+0,14 3,16+0,30 0,69 +0,026

Veiculo
EHAs 5
EHAS 100
ANOVA

n=6
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