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RESUMO

RAMALHO,LUCIANA DA SILVA NUNES. Avaliacao da Toxicidade nao-clinica do Extrato
Etanélico Bruto e Fracoes de Sida rhombifolia L. em roedores. (Tese). Programa de Pds-
graduacdo em Desenvolvimento e Inovacdo Tecnolégicaem Medicamentos -PPgDITM.

Sida rhombifolia (Malvaceae), ¢ uma planta usada na medicina popular indiana para o tratamento
da hipertensdo arterial, diabetes e gota. O objetivo deste trabalho foi realizar avaliagdo da
toxicidade nao-clinica do extrato etandlico bruto e fracdes de Sida rhombifolia L. ,com base no
“Guia para a conducdo de estudos ndo-clinicos de toxicologia e seguranga farmacoldgica”
necessdria ao desenvolvimento de medicamentos.Os testes de toxicidade aguda do extrato
etandlico bruto(EEB) e fracdes de Sida rhombifolia L., foram realizados utilizando-se ratos
Wistar na dose de 2000 mg/kg. As avaliagdes comportamentais ndo apresentaram interferéncia
do extrato e fracOes sobre o SNC. Na toxicidade aguda com EEB de Sida rhombifolia L., houve
diminui¢do no consumo de dgua e racao dos animais machos. A andlise bioquimica dos machos
evidenciou alteracdes nos parametros Aspartato Amino Transferase (AST), Alanina
Aminotransferase (ALT) e creatinina. Os parametros hematoldgicos alterados dos animais machos
foram hemécias, Volume Corpuscular Médio(VCM), Hemoglobia Corpuscular Média(HCM) e
eosindfilos. A fracdo diclorometano de EEB de de Sida rhombifolia L., a evolu¢do ponderal
mostrou-se com diferencas significativas apenas na primeira semana.Observou-se diminui¢do do
consumo de racdo para ambos os sexos. As andlises hematoldgicas houve um aumento dos
neutréfilo machos e uma baixa de linfocitos em animais machos e eosinéfilos em fémeas. Na
bioquimica tivemos um aumento de Fosfatase alcalina e fésforo apenas em fémeas. Na toxicidade
aguda do EEB da fragdo Hidroalcoolica a evolucdo ponderal mostrou-se como um aumento de
peso das fémeas . O consumo de dgua e racdo apresentou uma diminui¢dao do consumo de 4gua
em machos tratados. Os parametros hematoldgicos , houve uma diminui¢do do VCM dos animais
machos. Na avaliacdo bioquimica observou-se em ratos machos baixa nos niveis de creatinina e
nas fémeas foi observado aumento significativo de AST, Acido Urico e em Glicose. Para a fragio N-
Butandlica obtivemos uma alteracdo no consumo de dgua e ra¢do e na evolugdo ponderal dos
machos na segunda semana. As andlises bioquimicas para os animais machos demonstraram
diminui¢do dos triglicerideos e AST, como também aumento do célcio , fésforo e albumina .Nas
fémeas houve aumento dos niveis da glicose. Na toxicidade cronica os animais foram tratados por
via oral (v.0) com as doses de 16, 80 e 400 mg/kg do EEB de Sida rhombifolia L. e um grupo
controle, durante 90 dias. diminuiu o consumo de dgua e ragdo nos machos e f€émeas, para o teste
corportamental campo aberto, aumentou a ambulacio e o grooming nas fémeas. Os parametros
bioquimicos houve diminui¢do da albumina nas fémeas e aumento nos niveis de glicose. Os
animais machos, aumentaram a albumina e glicose, como também ocorreu diminui¢do nos
niveis de triglicerideos. Para os parametros hematolégicos, um aumento dos hematdcrito e
neutréfilo dos animais fémeas, como também diminuiu o CHCM e linfécitos. Na avaliacao
cronica histopatologica dos Orgdos, o coracdo e rins ndo apresentaram particularidades
histolégicas. Os estudos toxicoldgicos ndo clinico agudo e cronico do extrato etandlico bruto e
fragdes de Sida rhombifolia L., apresentaram uma baixa toxicidade , sendo necessarias maiores
investigacOes para atestar a seguranga de seu uso.

Palavras-chaves: Sida rhombifolia; plantas medicinais ,toxicidade aguda ;
toxicidade cronica



ABSTRACT

Sida rhombifolia (Malvaceae), is a plant used in Indian folk medicine for the treatment of high
blood pressure, diabetes and gout. The aim of this study was to perform the non-clinical toxicity
assessment of crude ethanolic extract and fractions of Sida rhombifolia L., based on the “Guide
for conducting non-clinical toxicology and pharmacological safety studies” required for drug
development. Acute toxicity tests of crude ethanol extract (CEE) and fractions of Sida
rhombifolia L. were performed using Wistar rats at a dose of 2000 mg / kg. Undescribed
behavioral assessments interference of extraction and fractions on the CNS. In acute CEE
toxicity of Sida rhombifolia L., there was a decrease in water consumption and proportion of
male animals. A biochemical analysis of males showed changes in the parameters Amino
Transferase Aspartate (AST), Alanine Aminotransferase (ALT) and creatinine. The altered
hematological parameters of male animals were erythrocytes, Mean Corpuscular Volume
(MCV), Mean Corpuscular Hemoglobia (HCM) and eosinophils. The dichloromethane CEE
fraction of de Sida rhombifolia L., the weight evolution showed significant differences only in
the first week. It was observed a decrease in feed intake for both sexes. Hematological analyzes
showed an increase in male neutrophils and a decrease in lymphocytes in male animals and
eosinophils in females. In biochemistry we had an increase of alkaline phosphatase and
phosphorus only in females. . In the acute toxicity of CEE of the hydroalcoholic fraction the
weight evolution was shown as a weight increase of females. Water and feed intake showed a
decrease in water consumption in treated males. Hematological parameters, there was a decrease
in MCV of male animals. In the biochemical evaluation it was observed in male rats low in
creatinine levels and in females a significant increase in AST, Uric Acid and Glucose was
observed. For the N-Butanolic fraction we obtained a change in water and feed intake and in
weight evolution of males in the second week. Biochemical analyzes for male animals showed
decreased triglycerides and AST, as well as increased calcium, phosphorus and albumin. In
females there was an increase in glucose levels. In chronic toxicity, the animals were treated
orally (v.o) at the doses of 16, 80 and 400 mg / kg CEE of Sida rhombifolia L. and a control
group for 90 days. decreased water and feed intake in males and females, for the open field
behavioral test, increased ambulation and grooming in females. Biochemical parameters showed
a decrease in albumin in females and an increase in glucose levels. Male animals increased
albumin and glucose, as well as decreased triglyceride levels. For hematological parameters, an
increase in hematocrit and neutrophil of the female animals, as well as decreased the CHCM and
lymphocytes. In the chronic histopathological evaluation of the organs, the heart and kidneys did
not present histological particularities. Acute and chronic non-clinical toxicological studies of
crude ethanolic extract and fractions of Sida rhombifolia L. showed low toxicity and further
investigation is needed to confirm the safety of its use.

Keywords: Sida rhombifolia; medicinal plants; acute toxicity; chronic toxicity
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1INTRODUCAO

As plantas sdo consumidas para fins medicinais desde os tempos antigos e se tornaram
recursos valiosos para os sistemas de ateng¢do primdria ao longo dos séculos, especialmente nas
dreas rurais e nos paises em desenvolvimento (Heinrich 2010 ; Ullah et al. 2010). Nos tdltimos
anos, as doencas e seus desdobramentos vém acelerando a pesquisa nas industrias
farmacéuticas, bem como, em diversos centros universitarios do mundo, buscando desse modo,
identificar e desenvolver novas substincias, dotadas de potencial farmacoldgico, visando
consagrar-se como bioativos promissores (NAG; MUKHERJEE, 2014) e contribuir para o
progresso na assisténcia ao paciente, seu tratamento e cura (BRANCH; AGRANAT, 2014).

Sendo assim temos uma estimativa que cerca de 20.000 espécies vegetais no mundo sao
conhecidas por diferentes povos e regides gracas aos seus usos € eficidcia em tratamentos de
diversas doencas. No nosso pais, as comunidades indigenas, europeias e africana
desempenharam um papel marcante na pratica da utilizacdo de plantas com fins medicinais

(REZENDE; COCCO, 2002; CAVAGLIER; MESSEDER, 2014).

Os obstaculos presentes no desenvolvimento de farmacos baseados em deri- vados de
plantas, o interesse da indudstria farmacéutica pela procura de substiancias vegetais
biologicamente ativas foi reativada da década de 90 (WALSH; FISCHBACH, 2010). Além
disso, a utilizagdo de técnicas modernas de isolamento e identificacdo de compostos quimicos
obtidos de fontes naturais tem propiciado um aumento na descoberta de novas estruturas

quimicas (BRANDAO et al. 2010).

O desenvolvimento de novos medicamentos envolve uma sequéncia de ex- perimentos que
incluem triagens toxicoldgicas e farmacoldgicas. Entre os estudos toxicoldgicos, citam-se 0s
estudos de toxicidade ndo-clinica. No Brasil, uma das normas regulamentadoras é a Resolucao
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA) com a RDC n° 26, de 13 de maio de 2014,
que dispde sobre o registro de medicamento fitoterdpico e a notificacio de produtos
fitoterapicos (BRASIL, 2014). Além disso, a Instru¢do Normativa (ANVISA) n°4, de 18 de
junho de 2014, que determina a publicacdo do Guia de orientagdo para registro de medicamento
fitoterdpico e registro e notificacdo de produto tradicional fitoterdpico preconiza que para a
realizacdo dos estudos ndo clinicos devera seguir o Guia para a condugdo de estudos ndo
clinicos de toxicologia e seguranca farmacoldgica necessdria ao desenvolvimento de

medicamentos.

A OMS classifica 250 medicamentos como essenciais e basicos. Dentre estes, 11% sao
exclusivamente obtidos de plantas medicinais, € um numero significativo € de farmacos

sintéticos obtidos a partir de fonte natural. Apesar desta cifra, das cerca de quase 550.000
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espécies de plantas existentes no mundo, apenas uma pequena parte tem sido objeto de estudo
fitoquimico e farmacoldgico; e menos de 2500 foram caracterizadas com relag@o aos metabdlitos

secundarios (SHU, 1998; CALIXTO, 2000).

Esses dados exemplificam como ainda é alto o potencial das plantas, como fonte  de
pesquisa para novos medicamentos, com novos modos de a¢do, bem como com alta seletividade
e atividade e que ainda sdo precariamente explorados. Apesar de ja existirem diversos estudos
para identificar os componentes ativos de cada planta em utilizacdo, sua indicagdo médica, sua
dosagem terapéutica segura e os seus efeitos colaterais; vale ressaltar que apesar de terem seu
potencial curativo, em alguns casos podem ser bastante téxicas ou mesmo mortais. Varios desses
compostos podem ser toxicos e existe ja um relativo numero de estudos que relataram os efeitos
téxicos dos medicamentos a base de plantas (TAZIEBOU et al. 2008).

No caso do Brasil, este se encontra em posicdo privilegiada, pois € o pais com a maior
diversidade vegetal do mundo, contando com mais de 55.000 espécies catalogadas de um total
estimado entre 350.000 e 550.000 (GUERRA; NODARI, 2003). Com a consagra¢do, por uma
importante parcela da populacdo, do uso das plantas como medicamentos, ainda sio muito
poucos os estudos cientificos existentes que confirmam a auséncia de toxicidade e/ou justifiquem
o0 uso terapéutico dessas plantas (DINIZ, 2000). E nesse panorama que apresentamos Nnosso
estudo de avaliagdo toxicoldgica ndo clinica do extrato etandlico bruto e fragdes de Sida

rhombifolia L., pertencente a familia das Malvaceae.

1.1 Objetivo

2. OBJETIVO GERAL

* Realizar ensaios toxicoldgicos nao-clinico agudo e cronico da Sida rhombifolia L.
com base no “Guia para a conduc¢do de estudos ndo clinicos de toxicologia e

seguranca farmacolégica” ( ANVISA).

2.1 Objetivo especifico

* Investigar efeitos toxicos e/ou ocorréncia de mortes utilizando ensaios toxico- 16gicos
ndo-clinico agudo e cronico do extrato etandlico bruto e das fracdes da Sida

rhombifolia L.;

* Avaliar a toxicidade aguda com o extrato etandlico bruto e das fracdes

(diclometano,hidroalcodlica e n-butandlica) das partes aéreas da Sida rhombifolia L.,
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utilizando ratos Wistar através da observacdo de parametros comportamentais,

ponderais, hematolégicos e bioquimicos;

* Avaliar a toxicidade crénica com o extrato etandlico bruto das partes aéreas da Sida
rhombifolia L., utilizando ratos Wistar através da observacdo de parametros
comportamentais (campo aberto e rota-rod), ponderais, hematolégicos , bioquimicos e

anatomopatoldgicos.

2.2 Refererencial tedrico

A pesquisa de novas drogas envolve uma sequéncia de experimentos que com- preendem
estudos ndo clinicos e clinicos. De acordo com a Resolucdo CNS 251/97, a pesquisa pré-clinica
deve gerar informagdes que permitam justificar a realizacdo de pesquisas em seres humanos. Os
relatos dos estudos experimentais devem especificar o método utilizado, os modelos celulares,
teciduais ou animais utilizados, os testes laboratoriais, os dados de farmacocinética e toxicologia.
Os resultados ndo clinicos devem permitir demonstrar a relevancia dos achados, as possiveis
aplicacdes terap€uticas e antever alguns dos riscos com o seu uso (BERKOWITZ, 2005; EATON;
GOLDIM, 2007; GILBERT, 2008).

Os testes de toxicidade aguda s@o aqueles utilizados para avaliar a toxicidade produzida
por uma substancia teste quando esta € administrada em uma ou mais doses durante um periodo
nao superior a 24 horas, seguido de observagdo dos animais por 14 dias apds a administracao
(ANVISA, 2013). Os testes de toxicidade aguda avaliam a toxicidade apds exposi¢cdo a uma
dose tnica ou dose fracionada administrada no periodo de 24 horas, conforme a resolu¢do RE
n°® 90. Sdo realizados em uma espécie de mamiferos, machos e fémeas. Apds a administracao,
os animais sdo observados por 24 horas para avaliacdo do estado geral onde sdo analisadas
possiveis alteracdes sobre os sistemas: nervoso central, autonomo e locomotor. O consumo de
dgua e racdo e evolugdo ponderal sdo avaliados diariamente por um periodo de 14 dias. Ao
final deste periodo, os animais sdo sacrificados para andlise macroscépica e histoldgica dos
orgios (BRITO, 1994; CARVALHO, 2006).0s ensaios para a avaliacdo da toxicidade aguda
incluem parametros como alteracdes comportamentais, variagdes de peso corporeo, parametros
hematoldgicos e bioquimicos do sangue. Os estudos de toxicidade crdnica estdo concebidos
para caracterizar o efeitos toxicos das drogas mediante a administracio repetidas das mesmas,
diariamente por periodos de tempo variando entre 13 semanas a 1 ano e para determinar
qualquer efeito toxico (BHARDWAJ, 2012; GUPTA). Os sinais clinicos, o peso do corpo, €
consumo de alimentos pode ser indicadores sensiveis de toxicidade. Um perfil completo da

hematologia e quimica do soro sdo determinados, pelo menos, no fim do periodo de
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administragdo e, em alguns casos em intervalos durante o periodo de administracdo. Exames
fisicos completos sdo conduzidas por um veterindrio ou um técnico treinado em intervalos
regulares. No final do periodo de administracdo do medicamento, todos os animais sao
submetidos a uma necropsia completa sob a supervisao de um patologista. Os tecidos sdo entdo
submetidos a exame microscépico completar por um patologista veterindrio para detectar
alteracdes morfolégica no tecido, que possam ter resultado da administracdo da droga

(BHARDWAJ, 2012; GUPTA).

Sao utilizadas no minimo trés doses (a dose que produza efeito terapéutico, a menor dose
que produza um efeito adverso detectdvel e uma dose intermedidria). Nesse estudo os animais
devem ser tratados diariamente sem qualquer interrup¢do e, durante esse periodo, sdo
observados parametros como: alteracdes comportamentais, evolu¢do ponderal, consumo de
agua e racdo. Ao final do tratamento, o sangue € retirado para andlises hematoldgicas e
bioquimicas. Os animais s@o eutanasiados e seus Orgdos retirados e enviados para andlise
histopatolégica (BRITO, 1994; CARVALHO, 2006).

Foram respeitados as medidas para diminuir dor, estresse ou outro sofrimento dos animais
assim como os tempos limites de exposi¢do do animal aos estimulos dos testes, a fim de evitar
lesdo tecidual e apds os testes os animais serdo eutandsiados por administracdo de excesso de
anestésico (Xilazina e Quetamina nas doses de 80 e 5 mg/kg, respectivamente) como

recomendado pela comunidade cientifica.

Os protocolos experimentais sdo baseados na RDC n° 26, de 13 de maio de 2014, que
dispde sobre o registro de medicamento fitoterdpico e a notificacdo de produtos
fitoterapicos na Instru¢do Normativa n°4, de 18 de junho de 2014, que determina a publicacio
do Guia de orientagdo para registro de medicamento fitoterd- pico e registro e notificagdo de
produto tradicional fitoterdpico preconiza que para a realizagdo dos estudos ndo clinicos devera
seguir o Guia para a conduc¢ao de estudos nio clinicos de toxicologia e seguranga farmacolégica

necessaria ao desenvolvimento de medicamentos.

3. SIDA RHOMBIFOLIA L

Mundialmente a familia Malvaceae compreende nove subfamilias (Bombacoideae,
Brownlowioideae, Byttnerioideae, Dombeyoideae, Grewioideae, Helicteroideae, Malvoideae,
Sterculioideae e Tilioideae) as quais ocorrem predominantemente nas regides tropicais. Com
sua distribuicdo pelo mundo, possui catalogados 250 gé€neros e mais de 4230 espécies
(STEVENS, 2003; TAIA, 2009).

Os géneros distribuidos pelo mundo, que detém maior nimero desta familia sdo:
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Hibiscus (300 espécies), Sida (250 espécies), Pavonia (150 espécies), Abutilon (100 espécies),
Nototriche (100 espécies), Cristaria (75 espécies) e Gossypium (40 espécies) (STEVENS, 2003
apud COSTA et al. 2007). No Brasil, foram identificados 70 géneros, sendo 9 endémicos e 765
espécies, dos quais 406 sao endémicas (BOVINI et al. 2015a).

A realizacdo de estudos quimicos sobre os metabdlitos secunddrios de espécies da
familia Malvaceae, permitiram identificar a ocorréncia de flavonoides, sendo alguns destes
sulfatados, além de triterpenos, dcidos graxos, cumarinas, alcaloides, entre outros (CHAVES et

al. 2013; TELES et al. 2015a; SILVA et al. 2009).

Sida é um género botanico inserido na familia Malvaceae, pertence a ordem Malvales
e esta constituida por 243 géneros e 4225 espécies (STEVENS, 2003; WI-KIPEDIA, 2007),
que se apresentam como ervas subarbustos, arbustos e raramente arvores (BARACHO, 1998).
Espécies desta familia sio amplamente distribuidas em quase todo o mundo, com excecdo de

regides muito frias, ocorrendo predominante- mente nas regides tropicais, principalmente na

America do Sul ( HEYWOOD, 1993).

No Brasil, este género possui cerca de 35 géneros e 400 espécies, muitos representantes
nas regides Nordeste e Sul e, em menor propor¢ado, nas regides Norte, Centro-Oeste e Sudeste (
BARROSO et al. 1991; SILVA et al. 2006a) .De espécies do género Sida foram isolados e
identificados alcaloides inddlicos e quinazolinicos, B-feniletilaminas (PRAKASH, ef al.1981),
alcaloides indoquinolinicos, lignoides, alcamidas (KAROU, er al. 2007), esteroides,
flavonoides, acidos fenolicos e compostos porfirinicos (SILVA, et al. 2006).

A espécie Sida rhombifolia, conhecida popularmente como guanxuma, mata-pasto e/ou
relogio(Figura 01) € nativa do continente americano, sendo amplamente distribuida por todo o
mundo. No Brasil, esta espécie encontra-se presente em todo o pais, sendo mais comum na

regido Sul e Nordeste. E uma espécie infestante em diversas lugares, como pastagens e dreas

desocupadas (BIANCO et al. 2008).
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Fig. 01 - Imagem da espécie Sida rhombifolia L.

Fonte: PHYTOIMAGES, 2018.

Doze substancias foram isoladas das partes aéreas e raizes de Sida rhombifolia:

sitosterol (1a), estigmasterol (1b), sitosterol-3-O-D-glicopiranosideo (2a), estigmasterol-3-O-
D-glicopiranosideo (2b), feofitina a (3), 173-etoxi feoforbideo @), 132—hidroxifeoftina b (5),

173-etoxi feoforbideo b (6), 5,7-dihidroxi-4’-metoxiflavona (acacetina) (7), criptolepinona (8),
sal da criptoleptina (9) e o 4cido (E)-hexacos-11-enoico (10) (Figura 02) (CHAVES et al., 2013;
WOLDEYES et al., 2012).

O uso medicinal da Sida rhombifolia estd bem fundamentado na literatura. No qual,a
populacdo em geral utiliza as folhas contra a diarreia, infusdo das raizes para reumatismo, a¢ao

anti- inflamatdria, entre outras (LORENZI; MATOS, 2008).
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Figura 02 — Estrutura de compostos isolados de S. rhombifolia L. (Malvaceae).
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Local da pesquisa

As atividades da pesquisa foram desenvolvidas no Laboratério de Ensaios Toxicoldgicas ndo
clinicos e clinicos (LABETOX) e no biotério Prof. Thomas George do Centro de Biotecnologia -

CBIOTEC da Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

4.2 Material botanico

As partes aéreas de Sida rhombifolia L.(Malvaceae) foram coletadas no munici- pio de Santa
Rita-PB e sua identificacdo botanica foi realizada pela Prof* Dr* Maria de Fiatima Agra da
PgPNSB/CCS/UFPB. Uma exsicata do material encontra-se arquivada no Herbario Prof. Lauro
Pires Xavier (CCEN/UFPB) sob a numeracdo Agra7045.

4.2.1 Droga utilizada

Extrato Etandlico Bruto e fragdes( diclorometano, n-butandlica e hidroalco6- lica) de Sida

rhombifolia L.

4.2.1.2 Preparagdo do extrato etandlico bruto e fracoes de Sida rhombifolia L.

O Extrato Etanolico e suas fragdes foi fornecido pela equipe do Laboratorio de Fitoquimica
da Professora Dra. Maria de Fatima Vanderlei de Souza -UFPB. As partes aéreas de Sida
rhombifolia L. foram desidratadas em estufa, com ar circulante, a temperatura média de 40 °C
durante 96 horas, em seguida foram triturados em moinho mecanico, obtendo aproximadamente
5,5 Kg de p6. No qual, foi macerado em etanol (EtOH) a 95% por 72 horas para a extragdo dos
constituintes organicos. A solucdo extrativa foi concentrada em rotaevaporador a 40 °C,
fornecendo aproximadamente 370,0 g do extrato etandlico bruto (EEB). A partir do extrato

etandlico bruto (EEB) obteve-se as fracdes: diclorometano, hidroalcodlica en-butandlica.

v" Cromatografia liquida-liquida do extrato etanélico bruto das partes

aéreas de Sida rhombifolia L.
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Outra parte do extrato etandlico bruto das partes aéreas de Sida rhombifolia L. (200,0 g)
foi dissolvido em EtOH:H20 (9:1) e submetido a cromatografia liquida-liquida, extraida com
Hexano, Diclorometano, Acetato de Etila e n-Butanol, obtendo suas respectivas fases, além da

fase hidroalcodlica (Esquema 1).

Esquema 1 — Particionamento e cromatografia liquida-liquida do extrato etandlico bruto das partes aéreas de
Sida Rhombifolia L.(SOUZA; SILVA, 2006)

370,00 g

Extrato Etandlico Bruto Extrato Etandlico Bruto
200,00 g 170,00 g

l - EtOH:H,0 (9:1)

[ Extrato Etandlico Bruto ]

[ Extrato Hidroalcodlico ]

Hexano

[ Fase Hexdnica 65,93 g ] [ Fase Hidroalcodlica ]

Diclorometano

l }

Fase Diclorometano [ Fase Hidroalcodlica ]
36,00 q|
AcOEtL
[ Fase ACOEL 9,77 g ] [ Fase Hidroalcodlica ]
n-Butanol
[ Fase n-Butandlica 16,60 g ] [ Fase Hidroalcodlica 108,95 g ]

Fonte: “NOVAS SUBSTANCIAS PARA MALVACEAS: Sida rhombifolia L.” (CHAVES, 2012)



4.2.2 Animais

4.2.2.1 Ratos Wistar

Durante os ensaios, foram utilizados ratos Wistar (Ratus novergicus), albinos, adultos,
machos e fémeas (nuliparas e ndo gravidas), pesando entre 180 e 220 gramas, fornecidos pelo
biotério Prof. Thomas George do Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos (IPeFarM-
UFPB). Os animais foram agrupados em gaiolas de polietileno, mantidos sob condi¢des
controladas de temperatura de 25+ 2°C, sem uso de qualquer medicamento, tendo livre acesso a
comida (tipo pellets de racdo da marca Purina®) e 4gua potdvel disponivel em garrafas graduadas
de polietileno, colocadas nas grades metalicas das gaiolas na sua parte superior. Os animais
foram mantidos em ciclo claro-escuro de doze horas. Projeto aprovado pelo Comité de Etica em

Pesquisa Animal sob nimero 029/2015.

4.2.3 Aparelhagem

* Analisador bioquimico automatizado Chemwell-T. - para determina¢des bioqui- micas
no soro dos animais em experimentagao;

* Analisador de fons seletivos, AVL 9180- Electrolyte Analyzer AVLAB®, para
determinacgdes dos fons sddio, potdssio, cdlcio, magnésio e cloreto no soro dos animais
testados nos experimentos toxicoldgicos;

* Analisador hematolégico celular automdtico de uso veterindrio — SCIL Vet abx-
Homba ABX®, para obtencdo de hemograma e contagem de plaquetas. Os esfregacos
sanguineos serdo corados pelo Giemsa;

* Balanca analitica marca AID® — HR — 120g — Japao, para pesagem das substancias
testadas e 6rgaos;

* Balanca eletronica BG — 8000 GEHAKA®, para pesagem dos animais e deter-

minacao do consumo de dgua e ragao;

¢ Campo aberto — aparelho desenvolvido no LTF, consistindo em uma arena- circular de
material metédlico, de cor branca, dividida em 16 segmentos, com uma lampada
suspensa de 100W de poténcia, para avalia¢do de alteracdes na atividade motora;

* Canula de Gavagem, para administracdo dos extratos;

* Centrifuga BIO ENG® BE 4000, para separacao do soro em dez minutos, a 3500 rp;

* Glicosimetro ACCU- CHEK PERFORMA NANO - monitor de glicemia com fitas

reativas, para determina¢do quinzenal da glicemia dos animais no experimento de
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toxicidade cronica;

« HEMATEL 200® e microscopio Nikon®, para confirmagio e controle da conta- gem
das células sanguineas;

* Microscopio RML5® Askmania-Germany, utilizado nas anélises histopatoldgicas;

* Rota rod, fabricado por Ugo Basile (Itdlia), modelo 7750. Consiste de uma barra
giratéria de cinco cm de circunferéncia e 40 cm de comprimento, dividida em
compartimentos iguais, separados por cinco discos de 48 cm de didmetro, posicionada
a 40 cm do balcdo e regulada a uma velocidade constante de 7 rotacdes por minuto

(rpm), para avaliacdo de alteracdes motoras.

TermoOmetro digital, modelo MC —3BC®, OMRON/China, para determinac¢do da temperatura

dos animais semanalmente.

FIGURA 03: Aparelho de Rota-rod

FIGURA 04: Aparelho de campo aberto



4.3 Metodologia

4.3.1 Ensaio toxicoldgico ndo clinico agudo

Os testes de toxicidade aguda sdo obrigatérios para toda substincia em teste, independente
do tempo de uso proposto para a espécie humana, pois, evidenciam o risco de intoxicacdes
agudas, inadvertidas ou ndo, e a forma de preveni-las (LARINI, 1999; BARROS; DAVINO,
2003). Os protocolos experimentais sdo baseados na RDC n° 26, de 13 de maio de 2014, que
dispde sobre o registro de medicamento fitoterdpico e a notificacdo de produtos fitoterdpicos na
Instru¢cdo Normativa n°4, de 18 de junho de 2014, que determina a publicacdo do Guia de
Orientacdo para Registro de Medicamento Fitoterdpico e Registro e Notificagdo de Produto
Tradicional Fitoterdpico preconiza,para a realizacdo dos estudos ndo clinicos devera seguir o Guia
para a Conducio de Estudos Nao Clinicos de Toxicologia e Seguranca Farmacolégica necesséria

ao desenvolvimento de medicamentos, utilizando ratos Wistar.

Os ratos Wistar selecionados foram divididos em dois grupos: grupo controle e grupo tratado.
Cada grupo foi formado por 12 animais, sendo 6 machos e 6 fémeas. O grupo controle foi
distribuido em duas caixas, separando os animais por sexo, € a estes animais foi administrado o
veiculo de diluicdo do extrato, a dgua. Os grupos que foram tratados estavam distribuidos da
mesma maneira e foram submetidos a dose de 2000 mg/kg do EEB de Sida rhombifolia L.e suas

fracdes , por via oral (gavagem).

Apo6s aadministragdo do EEB e suas fragcdes na dose de 2000mg/kg, foirealizadaaobservagaode
parametros comportamentais através da triagem farmacoldgica, para se detectar sinais de
atividade no Sistema Nervoso Central nos intervalos: 30, 60, 90, 120, 180 e 240 minutos,
segundo protocolo experimental elaborado pelo Setor de Psicofarmacologia do Instituto de

Pesquisa em Farmacos e Medicamentos (IPeFarM-UFPB) e descrito por Almeida et al., (1999).

Diariamente, foram avaliados o consumo de dgua e de racdo na forma de pellets pelos animais,

em ambos os sexos, desde a 24* hora e até 14 dias apds a administracao da dose unica.

Ap6s o 14° dia, os animais foram sacrificados por excesso de anestésico seguido por tragdao
cervical, sendo retirado o sangue para andlise laboratorial de parametros hematolégicos e

bioquimicos.
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4.3.1.1 Anadlise laboratorial do sangue

A coleta das amostras foi realizada através de sangria do plexo braquial, e o san- gue foi coletado
em tubos com o anticoagulante dcido etilenodiamino tetracético (EDTA), para a determinagcdo dos
pardmetros hematoldgicos, e em tubos com gel separador- Microtainer Becton Dickson - para a

obtencdo do soro e posterior determinagao dos parametros bioquimicos.

4.3.1.2 Parametros bioquimicos:

As andlises bioquimicas foram realizadas em amostras de soro utilizando ana- lisador
bioquimico automatizado ChemWell-T. Foram determinadas as dosagens da glicose, uréia,
colesterol total, trigliceridios, dcido drico, creatinina, transaminases: As- partato Amino
Transferase (AST) e Alanina Amino Transferase (ALT), fosfatase alcalina (FAL), proteinas totais

e fracdes, lactato-desidrogenase (LDH), amilase e creatina quinase (CK) e calcio.

4.3.1.3 Parametros hematoldgicos

As andlises hematoldgicas constaram de estudos das séries vermelhas (eritro- grama),
branca (leucograma) e contagem de plaquetas. No eritrograma foi realizada a contagem de
hemadcias, determinagdo do hematdcrito, da hemoglobina, do volume cor- puscular médio (VCM),
da hemoglobina corpuscular média (HCM), e da concentragdo da hemoglobina corpuscular
média (CHCM). No leucograma realizou-se a contagem global dos leucdcitos e da diferenciacao
celular. Estas determinagdes foram realizadas no analisador celular Vet abx- Homba ABX®. Os
esfregacos sanguineos foram corados automaticamente no HEMATEL 200 e analisados em

MICROSCOPIO Olympus, 40x, para confirmagio e controle da contagem de células.

4.3.2 Ensaio toxicoldgico ndo clinico cronico

No ensaio cronico, o EEB de Sida rhmbifolia L. foi administrada diariamente, em
diferentes doses a vdrios grupos de animais por um periodo de 90 dias (BRITO, 1994). Os
pardmetros avaliados foram orientados conforme “Guia de orientagdo para registro de

medicamento fitoterdpico e registro e notificacdo de produto tradicional fitoterapico” da



ANVISA. No presente ensaio, a substancia foi administrada diariamente, em diferentes doses a
varios grupos de animais por um periodo de 3 meses (BRITO, 1994). Os Animais pré-
selecionados foram distribuidos em 4 grupos contendo 20 animais por grupo (10 machos e 10
fémeas). Cada grupo foi composto por 10 machos e 10 fémeas, e foram tratados da seguinte

maneira:

v Trés grupos foram tratados diariamente, no turno da manha, por via oral (gava- gem),
com 3 doses do extrato etandlico bruto: 16 mg/kg ; 80 mg/kg e 400 mg/kg,

respectivamente.

Os efeitos da administracdo prolongada do EEB de Sida rhombifolia foram avaliados sobre o
consumo de dgua e alimentos, evolucdo ponderal, atividade exploratoria (teste de campo aberto) e
motora dos animais (Teste no aparelho de Rota-rod), para- metros hematolégicos, bioquimicos,
comparando-se com os padrdes para roedores descritos por Diniz (2000); e ainda foram
realizados exames histopatologicos de orgdos dos ratos em estudo. Os resultados foram
comparados com os dados obtidos no grupo controle e foram comparados com os dados obtidos

no grupo controle e com dados da literatura (CASTELLO BRANCO, 2011).

4.3.2.1.Consumo de agua, alimento e avaliagdo ponderal

Neste experimento avaliou-se o consumo de dgua e de racido na forma de pellets pelos
animais, em ambos os sexos, nos 90 dias de tratamento. Diariamente, eram colocados 250g de
racdo e mamadeiras graduadas contendo 500 mL de 4dgua nas gaiolas e, no dia seguinte, sempre
pela manhd, o volume de dgua ingerido pelo animal era registrado e contabilizado o peso
consumido de racdo. A pesagem dos animais foi realizada semanalmente para ajuste da dose

testada.

4.3.2.2 Avaliacdo comportamental

4.3.2.3 Teste do Campo Aberto
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Naavaliacdo comportamental foi utilizado o aparelho de campo aberto, seguindo o descrito

por Carlini et al., (1986) para analisar a atividade exploratdria dos animais através:

* Da movimentacgdo espontanea (ambulacao), registrada pelo nimero de cruza- mentos,

com as quatro patas, entre as divisdes do campo;

* Da quantificacdo dos comportamentos de auto limpeza, de levantar e a defeca- ¢cao

(ndmero de bolos fecais).

Este teste foi realizado quinzenalmente, uma hora ap6s a administracdo do extrato, com
animais tratados e animais controle que foram expostos (durante 3 minutos para cada animal) ao

aparelho para a observacdo dos parametros acima descritos (MANSUR et al.1971)

4.3.2.4 Motora - Teste no Rota-rod

O ensaio foi realizado quinzenalmente, uma hora apds administracdo do EEB, os animais
do grupo controle e tratado foram colocados na barra giratéria do aparelho Rota-rod, com
velocidade constante de 9,0 rpm, e registrado o tempo de permanéncia dos mesmos, com trés
recondugdes ao aparelho. Destaca-se que cada teste foi realizado com metade do grupo, ou seja,
10 animais por dose (5 machos e 5 fémeas) e que antes de iniciar o experimento cronico, os
animais selecionados foram submetidos ao aparelho de rota-rod com a finalidade de observar

aqueles que estivessem aptos a participarem dos testes.

4.3.2.5 Avaliacdo laboratorial do sangue
Ap6s o término do experimento para avaliacdo da toxicidade cronica, foram coletadas

amostras de sangue, através de sangria do plexo braquial, dos animais, machos e fémeas, dos

grupos tratados com o EEB (doses 16, 80 e 160 mg/kg/dia) .

4.3.2.6 Parametros Hematoldgicos:

O sangue foi coletado em tubos contendo anticoagulante EDTA para avaliagdo dos

parametros hematoldgicos, eritrograma, leucograma e contagem dasplaquetas.
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4.3.2.7 Parametros Bioquimicos

O sangue foi coletado em tubos contendo gel separador, que foram centri- fugados por 10
minutos a 3500 rpm, para obtencdo do soro, destinado as andlises bioquimicas de glicose, uréia,
creatinina, transaminases AST e ALT, colesterol, trigli- ceridios, dcido urico, fosfatase alcalina,
proteinas totais e fracdes, cdlcio e magnésio, sendo observado jejum de 12 horas antes da coleta

de sangue para tais parametros.

4.3.2.8 Exame anatomopatoldgico

Animais do ensaio cronico, , foram eutanasiados por excesso de anesté- sico,seguidos de
morte por tracdo cervical e tiveram suas visceras coletadas e exa- minadas macroscopicamente,
com ressec¢do e consecutiva pesagem. Figado e rins foram seccionados por incisdo sagital. Apds
12 horas de fixacdo, foram obtidas as amostras necessdrias para processamento histopatolégico,
empregando-se técnica de inclusdo em parafina e coloragdo em hematoxilina-eosina, para analise

morfolégica.

4.3.2.9 Analise Estatistica

Para andlise estatistica dos resultados foram utilizados o Teste “t” de Student ndo pareado
e ANOVA e o Software Graph Pad Prism 6.0 Os valores estdo expressos em média One Way
ANOVA, seguido do teste de Tukey, com *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

4.4 Resultados
5.1 Ensaio toxicologico nao-clinico agudo
5.1.1 Extrato etandlico bruto de Sida rhombifolia L.

5.1.1.1 Avalia¢do comportamental e letalidade

Durante a triagem comportamental, apds a administracdo do EEB de Sida rhombifolia L.
na dose de 2000 mg/kg por via oral, os animais tratados com a droga ndo apresentaram nenhum
sinal de alteracdo ao nivel de SNC(Sistema Nervoso Cetral ) e SNA(Sistema Nervoso
Auténomo), indicando que  a substincia ndo tem acdo sobre esses sistemas ou os possui de

forma que seja irrelevante para alguma alteracdo comportamental. Nao houve morte de nenhum



animal.

5.1.1.2 Evolugéo ponderal

Nao foi observada nenhuma alteracdo estatisticamente significativa na evolugdao ponderal
dos ratos machos e fémeas tratados com o EEB de Sida rhombifolia L. na dose de 2000 mg/kg por

via oral, em comparag@o aos seus respectivos grupos controles.

5.1.1.3 Consumo de dgua e ragao

Os resultados apresentados na tabela 01, demonstram a ingestdo de dgua e racdo que foi
avaliada diariamente durante o tratamento agudo com a substincia. Foi observada, nos machos
tratados, uma diminui¢do estatisticamente significativa no consumo de dgua e de racdo. Em

contrapartida, as fémeas ndo demonstraram nenhuma alteracdo em ambos o0s parametros

39



Tabela 01 — Consumo de 4gua e racio de Ratos Wistar, machos e fémeas, tratados com o EEB de Sida

rhombifolial.. na dose de 2000 mg/kg por via oral, durante o ensaio de toxicidade aguda.

Controle 2000mg/kg
Maphos
Consumo Agua (mL) 259,84+ 15,1 221,04 27,6%**
Consumo Racdo (g) 151,3+ 3,8 131,54 13,0%**
Fémeas
Consumo Agua (mL) 192,8+ 27,9 184,94 23,0
Consumo Ragéo (g) 100,7+ 10,4 107,8+ 7,0

Os valores estdo expressos em média One Way ANOVA, seguido do teste de Tukey, com *p<0,05, **p<0,01,
p<0,001.

5.1.1.4 Parametros bioquimicos

Ap6s quatorze dias da administracdo da dose de 2000 mg/kg v.o. do EEB de Sida
rhombifolia L. , alguns parametros bioquimicos analisados demonstraram alteracoes
estatisticamente significativas para os animais machos. Foi verificado um aumento na dosagem

de ALT,AST E creatinina (graficos 01,02 e 03). Os resultados estdo mostrados na tabela 02.
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Tabela 02 — Pardmetros bioquimicos obtidos do soro dos ratos tratados com o EEB de Sida rhombifolia L. na dose

de 2000 mg/kg por via oral,durante o ensaio de toxicidade aguda.

Controle 2000 mg/kg
Machos
Proteinas totais (g/dL) 6,20+ 0,83 6,83+ 1,25
ALT (U/L) 59,40+ 14,19 124,70+ 50,64*
AST (U/L) 162,80+ 62,15 337,71 192,80*
FAL (U/L) 339,2+ 114,1 346,0+ 19,30
Globulina (g/dL) 3,47+ 0,91 4,10+ 1,34
Colesterol (mg/dL) 66,00+ 8,28 74,83+ 15,69
Triglicerideos (mg/dL) 125,00+ 33,59 100,30+ 36,15
Calcio (mg/dL) 12,89+ 2,91 11,89+ 1,38
Acido Urico (mg/dL) 0,99+ 0,33 0,97+ 0,10
Ureia (mg/dL) 60,00+ 1,87 72,00+ 13,37
Creatinina (mg/dL) 0,30+ 0,06 0,43 £ 0,04*
Albumina (g/dL) 2,73+ 0,28 2,74+ 0,15
Glicose (mg/dL) 102,6+ 12,48 112,5+ 15,68

Controle 2000 mg/kg
Fémeas
Proteinas totais (g/dL) 6,49+ 0,68 7,60+ 0,72
ALT (U/L) 65,80+ 23,04 63,50+ 13,43
AST (U/L) 185,60+ 84,50 178,30+ 42,04
FAL (U/L) 176,01 58,15 189,20+ 31,45
Globulina (g/dL) 3,48+ 0,76 4,22+ 0,41
Colesterol (mg/dL) 66,40+ 9,55 80,50+ 15,54
Triglicerideos (mg/dL) 98,25+ 26,83 155,30+ 49,83
Calcio (mg/dL) 10,15+ 1,14 11,14+ 1,78
Acido Urico (mg/dL) 1,19+ 0,48 1,24+ 0,27
Ureia (mg/dL) 59,33+ 8,08 70,00% 9,50
Creatinina (mg/dL) 0,42+ 0,09 0,42+ 0,03
Albumina (g/dL) 3,04+ 0,17 3,37+ 0,36
Glicose (mg/dL) 89,20+ 18,74 107,8+ 12,91

Os valores estdo expressos em média + e.p.m. (n=6). Teste “t” de Student/ Mann-Whithey.*p<0,05.
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GRAFICO Ol. ALT dos Machos tratados com o EEB de Sida
rhombifolia L. na dose de 2000 mg/kg por via oral, durante o ensaio de
toxicidade aguda. Os valores estdo expressos em média £ S.D (n=6).
Teste “t” Mann-Whithey.*p<0,05.
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GRAFICO 02. AST dos Machos tratados com o EEB de Sida
rhombifolia L. na dose de 2000 mg/kg por via oral, durante o ensaio de
toxicidade aguda. Os valores estdo expressos em média £ S.D (n=6).
Teste “t” Mann-Whithey. *p<0,05.
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GRAFICO 03. Creatinina dos Machos tratados com o EEB de Sida
rhombifolia L. na dose de 2000 mg/kg por via oral, durante o ensaio de
toxicidade aguda. Os valores estdo expressos em média £ S.D (n=6). Teste
“t” Mann-Whithey.*p<0,05.
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5.1.1.5 Parametros hematoldgicos

43

As alteracdes hematoldgicas obtidas a partir da andlise do plasma dos animais apds o

periodo experimental de 14 dias estdo descritas na Tab 03 e nos grificos 04 ao 07. No qual

foram evidenciadas para os animais machos, um aumento estatisticamente significativo nas

hemécias e uma diminui¢do estatisticamente significativa dos valores do VCM,HCM e

eosinofilos.

Tabela 03 — ParAmetros hematoldgicos obtidos do plasma dos ratos tratados com o EEB deSida rhombifolia L.

na dose de 2000 mg/kg por via oral,durante o ensaio de toxicidade aguda.

Controle 2000 mg/kg
Machos
Hemécia (10%uL) 7,77 £ 0,35 9,25+ 0,42%
Hemoglobina (g/dL) 16,32 £ 0,62 16,33 £0,71
Hematdcrito (%) 39,58 £ 1,17 40,05 £ 1,63
VCM (fL) 51,04 £ 3,17 43,28 £ 0,71%*
HCM (Pg) 21,06 £ 1,38 17,65 £ 0,34**
CHCM (g/dL) 41,24+ 0,72 40,78 £ 0,44
Leucdécitos (10¥uL) 8,62+343 5,15+£2,17
Neutréfilos (%) 26,40 + 4,40 21,20+ 4,55
Eosindfilos (%) 1,00 + 0,00 0,00 £ 0,00**
Linf6citos (%) 66,80 + 7,80 76,17 + 8,28
Mondcitos (%) 4,40 + 3,21 4,83 + 2,56

Plaquetas (10¥uL)

900,80 + 143,10

671,50 £ 173,96

Controle 2000 mg/kg
Fémeas
Hemécia (10%uL) 7,63 £ 0,22 7,78 + 0,60
Hemoglobina (g/dL) 16,20 £ 0,25 16,30 £ 0,54
Hematocrito (%) 38,76 £ 1,28 39,38 + 1,43
VCM (fL) 50,80 + 2,02 50,75 £ 2,45
HCM (Pg) 21,24+ 0,78 21,03 £1,084
CHCM (g/dL) 41,82+ 0,83 41,40 £ 0,90
Leucécitos (10¥uL) 5,40 £2,07 6,08 £ 1,69
Neutréfilos (%) 24,20+ 5,54 28,33£ 3,77
Eosindfilos (%) 2,00 £2,34 1,50 + 0,84
Linf6citos (%) 69,00 £ 6,28 67,67+ 4,08
Monodcitos (%) 4,00£ 0,70 2,50+ 1,22
Plaquetas (10¥uL) 674,60 £ 193,46 769,83+ 217,62

Os valores estdo expressos em média £ S.D (n=6). Teste “t” Mann-Whithey. *p<0,05,**p<0,01.
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GRAFICO 04. Hemicias dos Machos tratados com o EEB de Sida
rhombifolia L. na dose de 2000 mg/kg por via oral, durante o ensaio de
toxicidade aguda. Os valores estdo expressos em média £ S.D (n=6).
Teste “t” Mann-Whithey. *p<0,05, **p<0,01.
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GRAFICO 05. VCM dos Machos tratados com o EEB de Sida
rhombifolia L. na dose de 2000 mg/kg por via oral, durante o ensaio de
toxicidade aguda. Os valores estdo expressos em média = S.D (n=6).
Teste “t” Mann-Whithey.*p<0,05, **p<0,01.
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GRAFICO 06. HCM dos Machos tratados com o EEB de Sida rhombifolia
L. na dose de 2000 mg/kg por via oral, durante o ensaio de toxicidade aguda.
Os valores estdo expressos em média £ S.D (n=6). Teste “t” Mann-
Whithey.*p<0,05,**p<0,01.
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GRAFICO 07. Eosinéfilos dos Machos tratados com o EEB de Sida
rhombifolia L. na dose de 2000 mg/kg por via oral, durante o ensaio de
toxicidade aguda. Os valores estdo expressos em média £ S.D (n=6).
Teste “t” Mann-Whithey.*p<0,05,**p<0,01.
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5.2 Fraciao diclorometano do extrato etanélico bruto de Sida rhombifolia L.

5.2.1 Triagem comportamental e letalidade

Dentre os parametros avaliados neste teste ao decorrer da triagem apds admi- nistracao
por gavagem da dose tnica de 2000mg/kg da fracdo diclorometano do extrato etandlico bruto de
Sida rhombifolia L. em ratos Wistar, machos e fémeas, os quais foram observados nos intervalos
de 30 min, 1, 2, 3 e 4 horas, ndo foi evidenciada nenhuma alteracdo no comportamento dos
animais, estabeleceram, portanto, a normalidade comportamental. No referente a letalidade, ndao

houve mortes de animais.

5.2.1.2 Evolucdo ponderal

Observou-se ao acompanhar a evolucdo de peso dos ratos Wistar, machos e fémeas,
variagOes estatisticamente significativas, entre os tratados com dose tnica de 2000mg/kg da
fracdo diclorometano do extrato etandlico bruto de Sida rhombifolia L., por via oral, em
comparacdo aos seus respectivos grupos controles. As fémeas tiveram um aumento de peso
significativo em relagdo ao controle, enquanto, os machos tratados tiverem perda de peso ambos
apenas na primeira semana do experimento. Os resultados sao expressos na Tab 04 e nos Graficos

08 e 09.
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Tabela 04- Evolucio ponderal de ratos wistar, fémeas e machos, tratados por via oral com 2000mg/kg, dose

Unica, da fracdo diclorometano do extrato etandlico bruto de Sida rhombifolia L.

Controle 2000mg/kg
Machos 1° Semana 51,20+ 7,08 28,77 £ 22,30%
Machos 2° Semana 24,17 + 6,66 23,37 + 12,26
Fémeas 1° Semana 7,42+ 8,37 26,42+ 11,61%
Fémeas 2° Semana 4,58 + 3,35 5,46 4,49

Os valores estdo expressos em média + S.D (n=6). Teste “t” Mann-Whithey. *p<0,05
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GRAFICO 08. Evolugio ponderal de ratos wistar, fémeas, tratadas com a
dose de 2000 mg/kg com fragdo diclorometano do extrato etandlico bruto de
Sida rhombifolia L., por via oral, durante o ensaio de toxicidade aguda. Os
valores estdo expressos em média = S.D (n=6). Teste “t” Mann-Whitney nio
pareado .*p<0,05.
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GRAFICO 09. Evolugdo ponderal de ratos wistar, machos, tratados
com a dose de 2000 mg/kg com a fracdo diclorometano do extrato
etandlico bruto de Sida rhombifolia L., por via oral, durante o ensaio de
toxicidade aguda. Os valores estdo expressos em média £ S.D (n=6).
Teste “t” Mann-Whitney ndo pareado.*p<0,05.

5.2.1.3 Consumo de 4gua e racdo

O consumo de dgua e racdo dos animais foi monitorado diariamente durante o
tratamento agudo (14 dias) com a fracdo diclorometano do extrato etandlico bruto de Sida
rhombifolia L. E possivel observar que os ratos Wistar, machos e fémeas, de grupos controles e
tratados com a dose 2000 mg/kg, ndo apresentaram variacdes significativas entre si no referente
ao consumo de 4gua, no entanto, o consumo de racdo foi significativo tanto para as fémeas

como para os machos. Os resultados sao vistos na Tabela 05 e nos Graficos 10 e 11.
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TABELA 05. Consumo de dgua e ragio de ratos Wistar, fémeas e machos, tratados com a dose de 2000 mg/kg,
com a a fracdo diclorometano do extrato etandlico bruto de Sida rhombifolia L.

Controle 2000 mg/kg
Machos
Consumo Agua (mL) 254,5 + 22,17 242,1 + 31,50
Consumo Ragio (g) 158,1 £ 11,14 143,0 £ 14,01*
Fémeas
Consumo Agua (mL) 187,8 + 15,69 182,0 + 34,42
Consumo Racdo (g) 105,8 £ 4,01 98,52 + 7,02*

Os valores estdo expressos em média + S.D (n=6). Teste “t” Mann-Whithey. *p<0,05
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GRAFICO 10. Consumo de ragio de ratos Wistar, fémeas, tratadas com
a dose de 2000 mg/kg com fracdo diclorometano do extrato etandlico bruto
de Sida rhombifolia L., por via oral, durante o ensaio de toxicidade aguda.
Os valores estdo expressos em média = S.D (n=6). Teste “t” Mann-Whitney
ndo pareado.*p<0,05.
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GRAFICO 11. Consumo de racdo de ratos Wistar, machos, tratados com a
dose de 2000 mg/kg com fracdo diclorometano do extrato etandlico bruto de
Sida rhombifolia L., por via oral, durante o ensaio de toxicidade aguda. Os
valores estdo expressos em média S.D (n=6). Teste “t” Mann-Whitney ndo
pareado. .*p<0,05.

5.2.1.4 Andlise laboratorial do sangue

A maioria dos grupos tratados com a fragdo diclorometano do extrato etandlico bruto
de Sida rhombifolia L., ndo revelaram alteracOes significativas em relacdo ao grupo controle,
contudo ,poucas foram as variacoes encontradas.Em relacdao aos neutréfilos em animais machos
houve um aumento estatisticamente significativo, enquanto que os linfécitos nos animais
machos e eosinofilos em animais fémeas diminuiram . Estes resultados sdo apresentados na

Tabela 06 e nos Graficos 12,13 e 14 .
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TABELA 06. Pardmetros Hematolégicos obtidos do sangue de ratos Wistar, fémeas e machos, tratados com as

doses de 2000 mg/kg com a frag¢do diclorometano do extrato etandlico bruto de Sida rhombifolia L.

Controle 2000 mg/kg
Machos
Hemécia (10%dL) 8,48 £0,28 14,65 £ 0,57
Hemoglobina (g/dL) 15,52 + 0,40 14,65 + 0,81
Hematécrito (%) 44,30 + 0,85 45,30 + 3,22
VCM (fL) 52,24+ 1,70 50,85 £ 2,61
HCM (Pg) 18,33 £ 0,53 17,55 £ 0,82
Leucdécitos (10¥uL) 6,54 +2.83 7,77+ 1,16
Neutréfilos (%) 23,20 £ 4,55 39,75 £ 3,30*
Eosindfilos (%) 0,80 + 0,83 0,75+ 0,50
Linfécitos (%) 69,60 £ 5,03 55,25 £ 3,86*
Mondcitos (%) 6,40+ 2,70 425+1,70
Plaquetas (10¥uL) 411,0£191,7 556,3 £ 96,06

Controle 2000 mg/kg
Fémeas
Hemécia (10%uL) 8,85+ 0,41 8,91+0,34
Hemoglobina (g/dL) 15,32 +£ 0,65 15,18 £ 0,49
Hematdcrito (%) 44,15 + 1,66 45,10 £ 3,07
VCM (fL) 49,87+ 1,20 49,53 £ 1,50
HCM (Pg) 17,30 £ 0,53 17,05 £ 0,50
Leucdécitos (10¥uL) 6,20 + 1,58 5,15+17,02
Neutréfilos (%) 31,17+ 7,41 30,25 £ 5,56
Eosindfilos (%) 1,00 + 0,00 0,25 £ 0,50*
Linfécitos (%) 64,00 + 7,34 64,00 £ 4,16
Mondcitos (%) 3,83+ 147 5,50 + 2,38
Plaquetas (10¥uL) 685,0 £ 173,0 465,5 £ 364,6

Os valores estdo expressos em média + S.D (n=6). Teste “t” Mann-Whithey. *p<0,05
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GRAFICO 12. Neutréfilos de ratos Wistar, machos, tratados com a
dose de 2000 mg/kg com a fracao diclorometano do extrato etandlico
bruto de Sida rhombifolia L, via oral, durante o ensaio de toxicidade
aguda. Os valores estdo expressos em média = S.D (n=6). Teste “t”
Mann-Whitney nao pareado.*p<0,05.
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GRAFICO 13. Linfécitos de ratos Wistar, machos, tratados com a
dose 2000 mg/kg com a fra¢do diclorometano do extrato etandlico
bruto de Sida rhombifolia L, via oral, durante o ensaio de toxicidade
aguda. Os valores estdo expressos em média £ S.D (n=6). Teste “t”
Mann-Whitney nio pareado.*p<0,05.
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GRAFICO 14. Eosinéfilos de ratos Wistar, fémeas, tratadas com a
dose de 2000 mg/kg com a fracdo diclorometano do extrato etandlico
bruto de Sida rhombifolia L, via oral, durante o ensaio de toxicidade
aguda. Os valores estdo expressos em média £ S.D (n=6). Teste “t”
Mann-Whitney ndo pareado.*p<0,05.

5.2.1.5 Parametros bioquimicos

Na sua maioria os parametros biquimicos resultantes das andlises do sangue dos animais
controles e tratados evidenciou a auséncia de alteragOes entre estes grupos avaliados. Porém,
variacOes significativas foram detectadas em determinados parametros, como: Fosforo e
Fosfatase Alcalina onde houve um aumento estatisticamente significativo apenas nas ratas fémeas.

Estes resultados sdo apresentados na Tabela 07 e nos Graficos 15 e 16.
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TABELA 07. Parametros bioquimicos obtidos do sangue de ratos Wistar, fémeas e machos, tratados com as

doses de 2000 mg/kg com a frag@o diclorometano do extrato etandlico bruto de Sida rhombifolia L.

Controle 2000 mg/kg
Machos
AST (U/L) 129,3 + 18,17 169,3 + 44,78
ALT (U/L) 85,20 £ 50,96 61,25 +7,32
Amilase(U/L) 540,8 + 104,9 553,8 £56,90
Colesterol (mg/dL) 75,60 £ 11,91 69,00 + 18,49
Triglicerideos (mg/dL) 77,67 £37,94 52,25+ 33,96
Calcio (mg/dL) 11,34+ 1,23 11,45+0,12
Acido Urico (mg/dL) 1,48 £ 1,03 1,0 £ 0,21
Ureia (mg/dL) 46,80 + 7,91 36,50 + 2,88
Creatinina (mg/dL) 0,44 + 0,05 0,45+ 0,03
Fésforo (mg/dL) 12,82 +£3,28 10,33 £ 1,11
Fosfatase Alcalina(U/L) 337,4+£92,91 338,7+126,9
Glicose (mg/dL) 125,0 + 30,27 103,3 + 13,67
Magnésio (mg/dL) 2,60 £0,12 2,62 +0,20

Controle 2000 mg/kg
Fémeas
AST (U/L) 174,7 + 63,27 164,0 + 32,45
ALT (U/L) 54,33 £ 10,11 105,4 + 59,45
Amilase (U/L) 326,0 £ 69,21 278.,5 + 67,69
Colesterol (mg/dL) 78,83 £ 20,06 67,80 £ 9,04
Triglicerideos (mg/dL) 123,5+ 45,15 72,80 + 7,88
Calcio (mg/dL) 11,28 £ 0,51 11,20 £ 0,53
Acido Urico (mg/dL) 1,38 £ 0,42 2,17 £1,56
Ureia (mg/dL) 38,17+ 2,85 46,50 +£ 10,88
Creatinina (mg/dL) 0,51 £0,05 0,49 £0,03
Fésforo (mg/dL) 7,48 £0,55 9,50 + 1,72*
Fosfatase Alcalina(U/L) 156,0 + 67,69 256,6 + 63,71%*
Glicose (mg/dL) 116,7 + 21,50 116,6 + 13,50
Magnésio (mg/dL) 2,63+0,15 2,72 +0,18

Os valores estdo expressos em média + S.D (n=6). Teste “t” Mann-Whithey. *p<0,05
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GRAFICO 15. Fésforo de ratos Wistar, fémeas, tratadas com a
dose de 2000 mg/kg com a fra¢do diclorometano do extrato etanélico
bruto de Sida rhombifolia L, via oral, durante o ensaio de toxicidade
aguda. Os valores estdo expressos em média £ S.D (n=6). Teste “t”
Mann-Whitney nio pareado.*p<0,05.
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GRAFICO 16. Fosfatase Alcalina de ratos Wistar, fémeas,
tratadas com a dose de 2000 mg/kg com a fra¢do diclorometano do
extrato etandlico bruto de Sida rhombifolia L, via oral, durante o
ensaio de toxicidade aguda. Os valores estdo expressos em média +
S.D (n=6). Teste “t” Mann-Whitney nao pareado.*p<0,05.
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5.3 Fracao hidroalcodélica do extrato etanélico bruto de Sida rhombifolia L.

5.3.1 Triagem comportamental e letalidade

Dentre os parametros avaliados neste teste ao decorrer da triagem apds admi- nistracao
por gavagem da dose unica de 2000mg/kg da fragdo hidroalcodlica do extrato etandlico bruto de
Sida rhombifolia L. em ratos Wistar, machos e fémeas, os quais foram observados nos intervalos
de 30 min, 1, 2, 3 e 4 horas, ndo foi evidenciada nenhuma alteracdo no comportamento dos
animais, estabeleceram, portanto, a normalidade comportamental. No referente a letalidade, nao

houve mortes de animais.

5.3.1.1 Evolucao ponderal

Ao acompanhar a evolucdo de peso dos ratos Wistar, machos e f€meas, ob- servamos
variacOes estatisticamente significativas, entre os tratados com dose unica de 2000mg/kg da
fracdo hidroalcodlica do extrato etandlico brutode Sida rhombifolia L., por via oral, em
comparacdo aos seus respectivos grupos controles. A variagdo da massa corpérea foi
significativa apenas na segunda semana de experimentos das fémeas tratadas, as quais, tiveram
um aumento de peso significativo em relacdo ao controle. Os resultados sdo expressos na Tabela

08 e nos Graficos 17.
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TABELA 08. Evolugdo ponderal de ratos wistar, fémeas e machos, tratados por via oral com 2000mg/kg, dose
Unica, da fracdo hidroalcodlica do extrato etandlico bruto de Sida rhombifolia L., durante o ensaio de toxicidade

aguda.
Controle 2000 mg/kg
Machos 1° Semana 15,68 + 17,46 37,83 £ 41,64
Machos 2° Semana 15,87 4,51 4,23 £40,13
Fémeas 1° Semana 18,40+ 11,53 -1,717 £ 19,44
Fémeas 2° Semana -1,950 + 4,888 6,133 +3,930*

Os valores estdo expressos em média + S.D (n=6). Teste “t” Mann-Whithey. *p<0,05
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GRAFICO 17. Evolucdo ponderal de ratos Wistar, fémeas, tratadas
com a dose de 2000 mg/kg com fragdo hidroalcodlica do extrato
etandlico bruto de Sida rhombifolia L., por via oral, durante o ensaio de
toxicidade aguda. Os valores estdo expressos em média £ S.D (n=6).
Teste “t” Mann-Whitney ndo pareado .*p<0,05.
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5.3.1.2 Consumo de 4agua e ragao

O consumo de dgua e racdo dos animais foi monitorado diariamente durante o tratamento
agudo (14 dias) com a fragdo hidroalcodlica do extrato etanélico bruto de Sida rhombifolia L. E
possivel observar que os ratos Wistar, machos e fémeas, de grupos controles e tratados com a
dose 2000 mg/kg, ndo apresentaram varia¢Oes significativas entre si no referente ao consumo
de racdo, no entanto, o consumo de 4gua foi significativo para ratos os machos apenas. Os

resultados sdo vistos na Tabela 09 e no Grafico 18.

TABELA 09. Consumo de 4gua e racio de ratos wistar, fémeas e machos, tratados com a dose de 2000
mg/kg, com a a fracdo hidroalcodlica do extrato etandlico bruto de Sida rhombifolia L, via oral, durante o ensaio
de toxicidade aguda.

Controle 2000 mg/kg
Machos
Consumo Agua (mL) 220,4 £ 40,55 188,6 + 33,54*
Consumo Ragdo (g) 158,1 £ 11,14 143,0 £ 14,01
Fémeas
Consumo Agua (mL) 180, + 36,22 190,0 + 38,78
Consumo Racdo (g) 91,40 £ 26,27 96,68 £ 104,5

Os valores estdo expressos em média £ S.D (n=6). Teste “t” Mann-Whithey. *p<0,05
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GRAFICO 18. Consumo de dgua de ratos Wistar, machos, tratadas
com a dose de 2000 mg/kg com fracdo hidroalcodlica do extrato etandlico
bruto de Sida rhombifolia L., por via oral, durante o ensaio de toxicidade
aguda. Os valores estdo expressos em média + S.D (n=6). Teste “t”
Mann-Whitney nao pareado.*p<0,05.
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5.3.1.3 Andlise laboratorial do sangue

O sangue dos animais controles e tratados foram coletados e analisados, a maioria dos
grupos tratados nao revelaram alteracdes significativas em relacdo ao controle, poucas foram as
variacdes, referente apenas ao parametro VCM em machos onde houve um aumento

estatisticamente significativo. Resultados apresentados na Tabela 10 e no Gréfico 19.

TABELA 10- ParAmetros Hematol6gicos obtidos do sangue de ratos Wistar, fémeas e machos, tratados com as

doses de 2000 mg/kg com a fracdo hidroalcodlica do extrato etandlico bruto de Sida rhombifolia L., via oral, durante
o ensaio de toxicidade aguda.

Controle 2000 mg/kg
Machos
Hemacia (10%/dL) 8,72+83 7,90 £ 7,95
Hemoglobina (g/dL) 14,93 + 0,76 15,34 £ 0,65
Hematocrito (%) 41,33 +£2,73 42,42 + 1,33
VCM (fL) 47,30 + 1,81 51,18 £ 2,41%*
HCM (Pg) 17,52 £ 1,69 18,46 + 0,83
CHCM (%) 36,13 + 0,65 36,06 £ 0,52
Leucécitos (10¥uL) 11,05 + 3,37 8,14+2,19
Neutrofilos (%) 20,00 + 4,29 20,80 + 3,77
Eosindfilos (%) 0,60 + 0,55 0,00 + 0,00
Linfocitos (%) 75,17 £3,92 72,83 £ 6,08
Monécitos (%) 4,17+ 1,72 5,33+ 4,08
Plaquetas (10¥uL) 750,2 + 156,6 948.4 +103,5

Controle 2000 mg/kg
Fémeas
Hemacia (10%uL) 8,21 +0,48 8,12+ 0,68
Hemoglobina (g/dL) 14,18 £ 0,79 13,73 £0,05
Hematocrito (%) 39,14 £ 1,86 38,30 £ 0,30
VCM (fL) 47,78 £2,93 47,28 +3,95
HCM (Pg) 17,35+ 0,84 16,98 + 1,37
CHCM (%) 36,10 £ 1,49 35,93 £0,29
Leucécitos (10¥uL) 7,17 £1,23 6,55 £2,53
Neutroéfilos (%) 21,50 £4,43 21,75+ 4,79
Eosinéfilos (%) 1,33+0,52 1,67 £0,58
Linfocitos (%) 71,67 £5,68 70,75 £ 6,01
Monécitos (%) 5,00 + 2,00 6,50+ 1,29
Plaquetas (10¥uL) 739,5 + 149,2 873,0 £ 243,6

Os valores estdo expressos em média = S.D (n=6). Teste “t” Mann-Whithey. *p<0,05



60

VCM MACHO

60 - *
o . 404
=
S
S 20-
0-
s
Dose (mg/Kg)

GRAFICO 19. VCM de ratos wistar, machos, tratados com a dose de 2000
mg/kg com a fracdo hidroalcodlica do extrato etandlico bruto de Sida
rhombifolia L, via oral, durante o ensaio de toxicidade aguda. Os valores estdo
expressos em média S.D (n=6). Teste “t” Mann-Whitney ndo pareado.
*p<0,05.

5.3.1.4 Parametros bioquimicos

Na sua maioria os pardmetros biquimicos resultantes das andlises do sangue dos animais
controles e tratados evidenciou a auséncia de alteracOes entre estes grupos avaliados. Porém,
variacOes significativas foram detectadas em determinados parametros, como: Creatinina em
machos, havendo uma diminui¢do nos seus niveis; AST, Acido Urico e Glicose em fémeas,
houve um aumento. Estes resultados sdo apresentados na Tabela 11 e nos Gréficos 20 ,21,22 e

23.
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TABELA 11. Parimetros Bioquimicos obtidos do sangue de ratos wistar, fémeas e machos, tratados com as

doses de 2000 mg/kg com a fragdo hidroalcodlica do extrato etandlico bruto de Sida rhombifolia L.

Controle 2000 mg/kg
Machos
AST (U/L) 181,0 + 34,57 146,0 + 40,07
ALT (U/L) 61,00 + 11,87 60,83 + 14,80
Albumina (g/dL) 2,27+0,17 2,36 £0,23
Colesterol (mg/dL) 53,17 £ 13,27 55,00 £ 10,10
Triglicerideos (mg/dL) 67,67 + 43,84 77,00 + 39,26
Calcio (mg/dL) 13,61 £ 4,59 14,84 + 7,05
Acido Urico (mg/dL) 0,63 +0,19 0,71 £ 0,29
Ureia (mg/dL) 51,03 £ 10,53 54,50 £ 5,28
Creatinina (mg/dL) 0,61 £0,04 0,54 £ 0,02%
Fésforo (mg/dL) 7,50 £ 0,64 7,03 +£0,78
Fosfatase Alcalina(U/L) 282,5 194,82 271,0 £ 85,56
Glicose (mg/dL) 120,5 £9,01 119,8 +7,76
Magnésio (mg/dL) 2,13+0,14 2,11+£0,19
Proteinas Totais (g/dL) 6,22 £ 0,38 6,35+0,42

Controle 2000 mg/kg
Fémeas
AST (U/L) 154,8 + 19,41 221,7 + 38,12%
ALT (U/L) 50,17 £ 9,06 58,50 + 10,82
Albumina (g/dL) 2,41 £0,31 2,20+0,19
Colesterol (mg/dL) 60,00 + 10,30 64,17 £ 9,35
Triglicerideos (mg/dL) 39,00 + 28,75 47,33 £20,57
Calcio (mg/dL) 9,99 £ 0,62 9,95+1,18
Acido Urico (mg/dL) 0,76 £ 0,10 1,06 £ 0,23*
Ureia (mg/dL) 47,83 £5,46 57,17+ 6,97
Creatinina (mg/dL) 0,62 + 0,05 0,64 + 0,06
Foésforo (mg/dL) 5,67+0,25 5,80+ 0,87
Fosfatase Alcalina(U/L) 132,5£52,42 129,0 £ 58,27
Glicose (mg/dL) 102,5 + 4,55 121,5 + 10,80%*
Magnésio (mg/dL) 2,29+0,33 2,05 +£0,27
Proteinas Totais (g/dL) 6,49 £ 0,46 6,07 £ 0,40

Os valores estdo expressos em média £ S.D (n=6). Teste “t” Mann-Whithey. .*p<0,05, **p<0,0
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GRAFICO 20. Creatinina de ratos Wistar, machos, tratadas com a dose de
2000 mg/kg com a fracdo hidroalcodlica do extrato etandlico bruto de Sida
rhombifolia L, via oral, durante o ensaio de toxicidade aguda. Os valores estdo
expressos em média = S.D (n=6). Teste “t” Mann-Whitney nao
pareado.*p<0,05.
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GRAFICO 21. AST de ratos Wistar, fémeas, tratadas com a dose de 2000
mg/kg com a fragdo hidroalcodlica do extrato etandlico bruto de Sida
rhombifolia L, via oral, durante o ensaio de toxicidade aguda. Os valores estdo
expressos em média S.D (n=6). Teste “t” Mann-Whitney ndo pareado.*p<0,05.
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GRAFICO 22. Acido Urico de ratas Wistar, fémeas, tratadas com a dose de 2000
mg/kg com a fracdo hidroalcodlica do extrato etanélico bruto de Sida rhombifolia L,
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via oral, durante o ensaio de toxicidade aguda. Os valores estdo expressos em média
S.D (n=6). Teste “t” Mann-Whitney ndo pareado.*p<0,05.
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GRAFICO 23. Glicose de ratas wistar, fémeas, tratadas com a dose de 2000
mg/kg com a frag@o hidroalcodlica do extrato etandlico bruto de Sida rhombifolia L,
via oral, durante o ensaio de toxicidade aguda. Os valores estdo expressos em média

+ SD (n=6).

Teste

“t”  Mann-Whitney ndo pareado.*p<0,05,**p<0,01.
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5.4 Fracao n-butanoélica do extrato etanélico bruto de Sida rhombifolia L.

5.4.1 Avaliagdo comportamental e letalidade

Ap6s a administracdo da fracdo n-butandlica do extrato etandlico de Sida rhombifolia L. na
dose de 2000mg/kg por via oral, foi realizado a triagem comportamental. No qual, nido foi
observado nenhum sinal de alteracdo em nivel de SNC ou SNA, nos animais tratados com a
droga, indicando que a substincia ndo tem acdo sobre esses sistemas ou 0s possui de forma que

seja irrelevante para alguma alteracio comportamental. Nao houve morte de nenhum animal.

5.4.1.1 Evolug¢do ponderal

Ao avaliar a evolugdo ponderal dos animais tratados com a fracio n-butandlica do extrato
etandlico de Sida rhombifolia L. na dose de 2000mg/kg, e comparando com o0s animais
controles, ndo foram observadas alteracdes significativas no peso das fémeas. Entretanto, para
os machos apenas na segunda semana, houve uma variacdo estatistica no peso dos animais,

como pode ser verificado na Tab 11 e Grafico 24.
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TABELA 12. Evolugdo ponderal de ratos Wistar, fémeas e machos, tratados por via oral com 2000mg/kg,dose
Unica, da fracdo n-butandlica do extrato etandlico bruto de Sida rhombifolia L.

Controle 2000 mg/kg
Machos 1° Semana 19,35+1,58 30,70+ 6,38
Machos 2° Semana 19,72+ 9,08 38,80+ 4,17*
Fémeas 1° Semana 4,00+7,77 11,73t 9,11
Fémeas 2° Semana 3,90+4,37 4,93+2.20

Os valores estdo expressos em média + S.D (n=6). Teste “t” Mann-Whitney nao pareado.*p<0,05
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GRAFICO 24. Evolucdo ponderal de ratos Wistar, machos, tratados
com a dose de 2000 mg/kg com fracdo n-butandlica do extrato etanélico
bruto de Sida rhombifolia L., por via oral, durante o ensaio de toxicidade
aguda. Os valores estdo expressos em média S.D (n=6). Teste “t” Mann-
Whitney ndo pareado.*p<0,05.



5.4.1.2 Consumo de dgua e racdo
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Durante toda fase aguda (14 dias), o consumo de dgua e racdo forammonitorados, tanto

dos animais controle como dos tratados com a fracdo n-butandlica do extrato etandlico bruto de

Sida rhombifolia L. na dose de 2000mg/kg.Foi possivel observar que os ratos Wistar, machos e

fémeas, dos grupos controles e tratados apresentaram variacdes significativas referente ao

consumo de dgua, assim como no consumo de racdo sendo significativo tanto para as fémeas

como para os machos. Como pode ser visto na Tab. 13 e nos graficos 25, 26, 27 e 28.

TABELA 13. Consumo de 4gua e ra¢io de ratos Wistar, fémeas e machos, tratados com a dose de 2000 mg/kg,

com a fracdo n-butandlicado extrato etandlico bruto de Sida rhombifolia L.

Controle 2000 mg/kg
Machos
Consumo Agua (mL) 214,1+17,44 185,5+37,38*
Consumo Racdo (g) 128,6+14,10 109,9+16,35*
Fémeas
Consumo Agua (mL) 201,8+15,37 167,7£21,72%*
Consumo Ragio (g) 98,70+9,35 95,11+46,05*

Os valores estdo expressos em média = S.D (n=6). Teste

“t” Mann-Whitney

ndo pareado. *p<0,05
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GRAFICO 25. Consumo de dgua de ratos Wistar, machos, tratados
com a dose de 2000 mg/kg com fracdo n-butanélica do extrato etanélico
bruto de Sida rhombifoliaL., por via oral, durante o ensaio de toxicidade
aguda. Os valores estdo expressos em média S.D (n=6). Teste “t” Mann-
Whitney ndo pareado*p<0,05..
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GRAFICO 26. Consumo de racdo de ratos Wistar, machos, tratados com
a dose de 2000 mg/kg com fragdo n-butandlica do extrato etandlico bruto
de Sida rhombifolial., por via oral, durante o ensaio de toxicidade aguda.
Os valores estdo expressos em média S.D (n=6). Teste “t” Mann-Whitney
ndo pareado*p<0,05.
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GRAFICO 27. Consumo de dgua de ratos Wistar, fémeas, tratadas com
a dose de 2000 mg/kg com fragdo n-butandlica do extrato etandlico bruto
de Sida rhombifoliaL., por via oral, durante o ensaio de toxicidade aguda.
Os valores estdo expressos em média S.D (n=6). Teste “t” Mann-
Whitney nio pareado*p<0,05.
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GRAFICO 28. Consumo de racio de ratos Wistar, fémeas, tratadas
com a dose de 2000 mg/kg com fracdo n-butandlica do extrato etandlico
bruto de Sida rhombifolial., por via oral, durante o ensaio de toxicidade
aguda. Os valores estdo expressos em média S.D (n=6). Teste “t” Mann-
Whitney ndo pareado*p<0,05..
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5.4.1.3 Andlise laboratorial do sangue

5.4.1.4 Parametros hematoldgicos

A andlise do sangue dos animais controles e tratados ndo mostrou nenhuma altera¢do

hematoldgica(tabela 14).

TABELA 14. Parimetros Hematolégicos obtidos do sangue de ratos wistar, machos e fémeas, tratados com as

doses de 2000 mg/kg com a fracdo n-butanélicado extrato etandlico bruto de Sida rhombifolia L.

Controle 2000 mg/kg
Machos
Hemacia (10%/dL) 8,24+ 0,41 7,70+1,12
Hemoglobina (g/dL) 14,50+ 0,89 14,13£1,52
Hematécrito (%) 42,02+2,75 40,00+ 3,74
VCM (fL) 48,64+ 1,75 52,40%5,19
HCM (Pg) 17,60%1,10 18,40+1,63
CHCM (g/dL) 36,10£1,85 35,2540,79
Leucécitos (10¥uL) 9,04+ 2,22 9,5343,13
Neutrofilos (%) 25,80+ 3,63 29,25+ 4,11
Eosindfilos (%) 1,60+ 0,89 1,75+ 0,96
Linfécitos (%) 66,20% 3,90 60,75%4,65
Mondcitos (%) 6,40+ 1,14 8,00+ 1,41
Plaquetas (10¥uL) 814,8+111,5 864,7+130,5

Controle 2000 mg/Kg

Fémeas
Hemacia (10%uL) 8,08+0,49 7,8040,53
Hemoglobina (g/dL) 14,12+ 0,87 14,10+ 0,17
Hematocrito (%) 39,5442 .41 39,00+ 0,00
VCM (fL) 46,78+4,43 50,13£3,40
HCM (Pg) 17,48+1,07 18,13+ 1,36
CHCM (g/dL) 35,7240,71 35,87+0,23
Leucécitos (10¥uL) 8,02+ 2,17 7,73+0,78
Neutroéfilos (%) 22,00+4,73 26,67£6,66
Eosindfilos (%) 1,40+ 0,55 2,33+ 1,53
Linfocitos (%) 72,80+ 5,54 66,3349,29
Mondcitos (%) 5,00+2,24 4,67+ 1,16
Plaquetas (10¥uL) 716,0 £153,9 789,7+154,0

Os valores estdo expressos em média + S.D (n=6). Teste “t” Mann-Whithey.*p<0,05, **p<0,01,

#48p <0,001.
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5.4.1.5 Parametros bioquimicos

Nos parametros bioquimicos foram evidenciadas uma diminui¢do estatisticamente
significativa para os triglicerideos e AST (tabela 15) (Gréficos 29 e 33) dos animais machos e
um aumento dos parametros:calcio,fésforo e albumina,dos animais machos(Graficos 30,31,32
).Em relacdo aos animais fémeas tivemos um aumento estatisticamente significativo para a

glisose (Grafico34).

TABELA 15: ParAmetros bioquimicos obtidos do soro dos ratos tratados com a fragdo n-butandlica do extrato
etandlico de SidarhombifoliaL. na dose de 2000 mg/kg por via oral,durante o ensaio de toxicidade aguda.

Controle 2000 mg/Kg
Machos
Colesterol (mg/dL) 74,83+5,87 70,50 + 8,22
Triglicerideos (mg/dL) 128,8+37,37 55,25+19,55%*
Ureia (mg/dL) 43,33+6,74 53,33+2,88
Glicose (mg/dL) 115,3+18,75 116,0+5,47
Creatina (mg/dL) 0,493+0,08 0,498+0,03
Calcio (mg/dL) 8,795+0,55 10,9140,56%**
Fésforo (mg/dL) 7,13240,30 8,533+0,28%*:*
Magnésio (mg/dL) 1,91340,09 1,938+0,12
Albumina( mg/dL) 2,410+0,20 2,698+0,17*
ProteinasTotais (mg/dL) 5,978+0,24 5,958+0,25
AcidoUrico (mg/dL) 0,968+0,30 0,688+0,12
AST (U/L) 224,8+77,34 152,5+24,39*
ALT (U/L) 52,6749,33 52,50+16,54
FAL (U/L) 357,2+111,2 327,8+44,64
Fémeas Controle 2000 mg/Kg
Colesterol (mg/dL) 70,17 £ 15,24 65+7,52
Triglicerideos (mg/dL) 38,83+18,69 53,25426,11
Ureia (mg/dL) 47,60+6,80 47,75+11,73
Glicose (mg/dL) 95,60+9,34 117,0+£10,23%*
Creatina (mg/dL) 0,514+0,046 0,515+0,017
Calcio (mg/dL) 8,825+0,37 9,720+1,16
Foésforo (mg/dL) 6,69540,88 6,668+1,19
Magnésio (mg/dL) 1,95540,13 1,943+0,20
Albumina (mg/dL) 2,260+0,33 2,655%0,15
Proteinas Totais (mg/dL) 5,95440,22 6,020+0,30
Acido tirico (mg/dL) 1,098+0,34 1,170+0,41
AST (U/L) 243,2452.97 237,3+151,2
ALT (U/L) 52,4042,702 56,75+26,92
FAL (U/L) 195,0+77,37 155,0+63,07

Os valores estdo expressos em média + S.D (n=6). Teste “t” Mann-Whithey.*p<0,05, **p<0,01,

*#%p<0,001.
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GRAFICO 29. Triglicerideos dos machos tratados com a fragdo n-
butandlica do extrato etandlico de Sidarhombifolia L. na dose de 2000
mg/kg por via oral, durante o ensaio de toxicidade aguda. Os valores estdo
expressos em média £ S.D (n=6). Teste “t” Mann-Whithey.*p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001.
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GRAFICO 30. Cilcio dos machos tratados com a fracdio n-butandlica do
extrato etandlico de Sidarhombifolia L. na dose de 2000 mg/kg por via oral,
durante o ensaio de toxicidade aguda. Os valores estdo expressos em média
1+ S.D (n=6). Teste “t” Mann-Whithey. .*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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GRAFICO 31. Fésforo dos machos tratados com a fracdo n-butanélica
do extrato etandlico de Sidarhombifolia L. na dose de 2000 mg/kg por via
oral, durante o ensaio de toxicidade aguda. Os valores estdo expressos em
média = S.D (n=6). Teste “t” Mann-Whithey.*p<0,05, **p<0,01,
***p<0,001.
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GRAFICO 32. Albumina dos machos tratados com a fracdo n-butandlica do
extrato etandlico de Sidarhombifolia L. na dose de 2000 mg/kg por via oral,
durante o ensaio de toxicidade aguda. Os valores estdo expressos em média *
S.D (n=6). Teste “t” Mann-Whithey .*p<0,05.
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GRAFICO 33. AST dos machos tratados com a fragio n-butanlica
do extrato etandlico de Sidarhombifolial.. na dose de 2000 mg/kg por
via oral, durante o ensaio de toxicidade aguda. Os valores estdo
expressos em média + S.D (n=6). Teste “t” Mann-Whithey.*p<0,05.

Glicose Fémeas

150 -

100 -

50 -

Glicose (mg/dL)

Controle 2000

Dose (mg/kg)

GRAFICO 34. Glicose das fémeas tratadas com a fracdo n-butanélica
do extrato etandlico de Sidarhombifolial.. na dose de 2000 mg/kg por via
oral, durante o ensaio de toxicidade aguda. Os valores estdo expressos em
média = S.D (n=6). Teste “t” Mann-Whithey.*p<0,05.
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6.1 Ensaio toxicologico nao-clinico cronico

Os resultados demonstrados a seguir referem-se a administracio do EEB de Sida
rhombifolia L, nas doses de 16 mg/kg (dose popular), 80 mg/kg (5X a dose de uso popular) e
400 mg/kg (25X a dose de uso popular), que foram administradas diariamente durante 90 dias,

por via oral, em ratos de ambos 0s sexos.

6.1.1 Consumo de dgua e racao:

Os resultados revelaram que a administracdo prolongada provocou alteragcdes
estatisticamente significativas no consumo de dgua e ra¢do dos ratos machos e fémeas tratados

diariamente com diferentes doses do EEB de Sida rhombifolia L.

Os ratos machos diminuiram o consumo de dgua ( tabelas 16 ) na 2.* semana nas doses
de 16 mg/kg e 80mg/kg, na 4 *, 7 * e 8 * semanas na dose de 80 mg/kg (grifico 35).Nao

obtivemos alteragdes significativas para os animais fémeas (grafico 36 ).
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TABELA 16: Consumo semanal de dgua por ratos Wistar durante os 90 dias de tratamento cronico com diferentes doses do EEB

de Sida rhombifolia L.
Semanas
I 2 38 4 3 6 7
MACHOS
Controle 198,2+26,62  201,1+15,34 175,7427,79  193,9£26,10 182,9429,79  177,9£23,35  183,9+18,21
16 mg/kg 200,4426,13  181,1+24,51*  180,4+23,57  191,4+33,94 177,1£30,36  175,0£27,53  181,1£23,63
80 mg/kg 185,0424,18  177,9+14,5% 170,4+11,34  161,4£12,62*  157,9+17,94  173,2+17,17  165,0£17,17*
400mg/kg  192,5+23,76  192,9+19,58 172,9430,30  173,6£12,62 162,9+27,15  177,5£25,02  189,3+11,91
FEMEAS
Controle 153,9+16,55  151,4+17,70 138,9+5,81 167,9425,28 152,9429,53  156,4£25,08  155,0+13,87
16 mg/kg 156,1£22,20  149,6+30,91 134,6120,42  146,8+32,97 146,1431,88  146,9124,03  156,4+19,06
80 mg/kg 140,7+12,30  140,1+16,72 133,9+12,74  129,6£15,62 144,6+£22,57  156,1£13,33  158,9£14,17
400mg/kg 148,6+14,06  142,1+15,28 144,6£10,82  148,2£19,28 142,9420,35  156,1£17,99  162,1+14,51

Os valores estdo expressos em média * e.p.m. (n=10). One-way ANOV A/ Tukey.*p<0,05.

TABELA 16: Consumo semanal de 4gua por ratos Wistar durante os 90 dias de tratamento cronico com diferentes doses do EEB

de Sida rhombifolia L.
Semanas
8 9* 10° 11* 12°
MACHOS
Controle 183,9+21,05 185,0+20,85  187,5+23,60 185,7424,87  180,7+18,69
16 mg/kg 173,2+18,36 172,9+18,68  181,4+24,29 177,5£23,10  176,8+24,39
80 mg/kg 163,9+17,17%  175,0£14,14  171,8+13,10 176,4+10,82  181,1£8,810
400 mg/kg 181,1+10,77 178,2£30,48  178,9+16,43 183,9+17,99  181,8+£13,81
FEMEAS
Controle 140,7+4,47 155,0£3,82 160,7£3,77 162,912,76 163,612,43
16 mg/kg 153,9422,12 151,8423,50  166,8+15,39 163,2419,96  165,4+15,75
80 mg/kg 160,7+17,08 155,0£14,68  162,1+17,40 160,4+17,04  160,7£17,85
400 mg/kg 161,1+14,70 160,7+15,42  157,9+£13,97 155,7416,27  148,2+14,49

Os valores estdo expressos em média £ e.p.m. (n=10). One-way ANOV A/ Tukey.*p<0,05.
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Grafico 35. Consumo de 4gua de ratos Wistar tratados com o EEB de
Sida rhombifolia L.durante o ensaio de toxicidade cronico. Os valores

estdo expressos em média + e.p.m. (n=10). One-way ANOVA/
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Gréfico 36. Consumo de dgua de ratas Wistar tratadas com o EEB de
Sida rhombifolia L.durante o ensaio de toxicidade cronico. Os valores

estdo expressos em média
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Os machos diminuiram o consumo de racdo na 1.* semana ( tabela 17 ) e (gréaficos 37), nas

doses de 80 mg/kg e 400 mg/kg.

As fémeas demonstraram diminui¢do no consumo de racdo na 1* , 4% 5% 9%10% 11* e na 12°

semanas (tabela 17) e (grafico 38 ) nas doses de 80 mg/kg e 400 mg/kg.

TABELA 17: Consumo semanal de racio por ratos Wistar durante os 90 dias de tratamento cronico com diferentes doses do EEB

de Sida rhombifolia L.
Semanas
B 2 3 22 5 6 7
MACHOS
Controle 148,3+9,24 136,6+9,99 125,3£14,18 116,619,97 115,4+9,33 121,4+9,02 122,5+6,19
16 mg/kg 144,1+8,43 119,3+12,64 122,749,50 122,3+7,87 118,3£18,28 122,9+8,86 123,4+15,01
80 mg/kg 130,5+21,34*  137,4443,33 126,7£31,22 116,7£8,90 117,3+£9,56 119,4+10,84 121,4+9,40
400mg/kg 130,1+8,32% 123,149,30 122,4+7,28 123,0+3,96 123,248,76 117,6+11,19 118,6+12,55
FEMEAS
Controle 100,7+10,28 92,049,51 72,29+14,78  88,14+18,00  84,57+6,95 80,14+8,31 80,57£8,62
16 mg/kg 91,71+9,24 89,144£27,92  76,71£8,10 77,36x14,16  84,21+12,64 81,21+£12,32  82,14+10,80
80 mg/kg 91,36+14,55 85,00£15,63  78,14+8,79 74,00+£6,61*  66,71£16,60%  87,14+11,36  82,79+22,26
400mg/kg  89,00+10,28*  84,79+22,15  74,29+6,12 77,147,775 77,93+4,94 72,7916,45 77,86+4,86

Os valores estdo expressos em média £ e.p.m. (n=10). One-way ANOV A/ Tukey.*p<0,05.

TABELA 17: Consumo semanal de racéo por ratos Wistar durante os 90 dias de tratamento cronico com diferentes doses do
EEB de Sida rhombifolia L.

Semanas
8 9? 107 11? 12*
MACHOS
Controle 119,2£10,12 119,0+£10,24 118,9+12,04 116,4+13,61 116,4£11,09
16 mg/kg 121,6£18,26 121,9+£17,73 120,9£17,92 122,1+18,14 121,9+18,50
80 mg/kg 116,8+9,86 118,8+£12,58 120,748,50 119,9£7,32 117,9£10,56
400 mg/kg 116,1+£13,98 118,7£10,44 119,9£10,42 115,4+13,05 119,6+10,09
FEMEAS
Controle 80,79+8,56 92,57+25,98 83,71£10,95 82,71£8,62 79,50£9,04
16 mg/kg 83,21£11,62 82,36+12,22 83,14+12,41 86,50+10,77 89,50£12,56
80 mg/kg 73,5716,48 66,71£16,60* 66,57£13,40% 67,21£12,95% 66,43+15,89%
400 mg/kg 77,07+8,98 77,3618,23 76,29+6,34 76,1417,67 78,14£5,05
Os valores estdo  expressos em média + epm.  (n=10). One-way ANOVA/ Tukey.*p<0,05.
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Grafico 37. Consumo de racio de ratas Wistar tratadas com o EEB de
Sida rhombifolia L.durante o ensaio de toxicidade cronico. Os valores
estdo expressos em média + e.p.m. (n=10). One-way ANOVA/
Tukey.*p<0,05.
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Gréfico 38. Consumo de ragio de ratos Wistar tratados com o EEB
de Sida rhombifolia L.durante o ensaio de toxicidade cronico. Os
valores estdo expressos em média + e.p.m. (n=10). One-way ANOVA/
Tukey.*p<0,0
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6.1.2 Variagdo da evolucdo ponderal:
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Nao houve nenhuma alteracdo no peso dos ratos machos e fémeas, tratados com as

doses do EEB de Sida rhombifolia L. , graficos 39 e 40.

o
(=]
1

o
o
1

»
o
1

W
(=]
1

N
o
1

iy
o
1

Evolugcao Ponderal Machos

Evolucao Ponderal (g )

o

Controle

16mg/kg

80 mg/kg
—+— 400 mg/kg

Grafico 39. Evolucio ponderal de ratos Wistar tratados com o EEB de
Sida rhombifolia L. durante o ensaio de toxicidade cronico. Os valores

estdo expressos em média =+

Tukey.*p<0,05.
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Grafico 40. Evolucdo ponderal de ratas Wistar tratadas com o EEB de
Sida rhombifolia L. durante o ensaio de toxicidade cronico. Os valores estdo

expressos em média + e.p.m. (n=10). One-way ANOVA/ Tukey.*p<0,05.
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6.1.3 Avaliagdo comportamental (teste do campo aberto) e Motora (teste de rota-rod):

No teste do campo aberto com excecao de duas altera¢des no grupo das fémeas tratadas com
a dose de 16 mg/kg, houve um aumento estatisticamente significativo no quinto comportamental
nos parametros (ambulagdo) e grooming (tabela 18 e 19) , (graficos 41 e 42) e foram obtidos

resultados sem alteracdes em todos os outros grupos.

TABELA 18: Ntumero de “Ambula¢des” no experimento de campo aberto, em ratos tratados com diferentes doses do EEB de

Sida rhombifolia L.
1° 2 3° 4° 5°

MACHOS

Controle 28,0t4,5 25,449,6 19,4£10,8 17,4£6,6 19,5+12,1

16 mg/kg 29,2469 23,847,3 16,4+3.5 9,0£5,8 17,248,1

80 mg/kg 27,0£2,7 20,6£10,2 22,2+15,2 18,448,2 18,2£8,5

400mg/kg 39,249,0 20,4£11,9 19,8+£10,6 14,0£10,3 22,2+12,2
FEMEAS

Controle 42,4+134 37,0£13,8 24,6£10,6 27,0£7,9 18,247.,8

16 mg/kg 44,6%15,1 38,2+7,4 33,847,6 30,2+7,2 39,2+12 4%

80 mg/kg 25,246,5 22,6%15,1 24,4+14.8 19,8+12,8 26,0£11,7

400mg/kg 37,6+12,1 41,6143,6 20,4£13,5 11,5£9,9 21,5+10,3

Os valores estdao expressos em média £ e.p.m. (n=10). One-way ANOV A/ Tukey.*p<0,05.
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TABELA 19: Nimero de execugdes de comportamento “ Grooming” ( limpeza ) no experimento de campo aberto, em ratos

tratados com diferentes do EEB de Sida rhombifolia L.

DIAS 1° 2° 3° 4° 5°
Machos

Controle 14,20+4,438 14,20+7,918 10,005,745 14,80+7,120  12,40+7,99

16 mg/kg 11,8044,817 13,008,689 10,005,339 7,805,891  6,2046,75

80 mg/kg 16,40+4,827 10,80+7,396 9,80+9,284 20,20+7,503  15,80+7,71

400mg/kg 13,005,657 8,600+2,966 6,400+3,362 7,60045,683  8,50+6,26
Fémeas

Controle 25,80+10,06 15,005,701 9,200+ 6,140 15,40+ 4,393 6,000+ 4,899

16 mg/kg 28,00+12,39 20,80+9,654 17,40+3,578 18,80+ 8,729 23,60+8,385*

80 mg/kg 17,20+10,18 10,8049,576 11,60+ 8,173 15,40+ 12,46 15,60+8,173

400mg/kg 14,005,339 12,406,066 6,800+ 6,458 8,000+ 4,967  8,250+4,500

Os valores estdo expressos em média + e.p.m. (n=10). One-way ANOV A/ Tukey.*p<0,05.
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GRAFICO 41. Numero de execucdes de comportamento “ Ambulagio”

no experimento de campo aberto de ratos Wistar fémeas tratados com EEB
de Sida rhombifolia L. Os valores estdo expressos em média e.p.m. (n=10).

One-way ANOVA/ Tukey. *p<0,05.
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GRAFICO 42. Niimero de execucdes de comportamento “ Grooming”
( limpeza ) no experimento de campo aberto de ratas Wistar fémeas
tratadas com EEB de Sida rhombifolia L. Os valores estdo expressos em
média e.p.m. (n=10). One-way ANOV A/ Tukey..*p<0,05.
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Na avaliacdo da atividade motora dos animais através do teste no aparelho de Rota Rod
ndo foram registrados alteracdes estatisticamente significativas em relacdo ao grupo controle
quanto ao tempo de permanéncia no aparelho, em ambos os sexos nas diferentes doses da

experimentacdo cronica (graficos 43 e 44).
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GRAFICO 43. Tempo de Permanéncia (em segundos) na barra giratéria do
Rota—Rod de ratas Wistar tratadas com EEB de Sida rhombifolia L. durante o
ensaio de toxicidade cronica . Os valores estdo expressos em média + e.p.m.
(n=10). One-way ANOVA/Tukey.*p<0,05.
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GRAFICO 44. Tempo de Permanéncia (em segundos) na barra giratdria
do Rota—Rod de ratos Wistar tratados com EEB de Sida rhombifolia
L.durante o ensaio de toxicidade cronica . Os valores estdo expressos em
média + e.p.m. (n=10). One-way ANOV A/ Tukey.*p<0,05
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6.1.4 Avaliacdo laboratorial do sangue

6.1.4.1 Parametros bioquimicos

84

Ocorreram alteracdes bioquimicas estatisticamente significativas em ambos os sexos (tabela

20), sendo evidenciado apenas uma diminui¢do na albumina nas fémeas da dose de 80 mg/kg

(grafico 45 ). Aumento nos niveis de glicose da dose de 400 mg/kg (grafico 46) e triglicerideos

na dose de 80 mg/kg (grafico 47 ).

Ocorreram alteracdes bioquimicas estatisticamente significativas nos animais machos (tabela

20), sendo evidenciado um aumento na albumina e glicose nas doses de 16 mg/kg e 80 mg/kg

(graficos 48 € 49, respectivamente). Diminui¢ao nos niveis de triglicerideos, nos machos da dose

de 80 mg/kg (grafico 50).

TABELA 20 - Parimetros bioquimicos obtidos do sangue de ratos Wistar tratados com o Extrato Etanélico Bruto de Sida

rhombifolia L.durante o ensaio de toxicidade cronica .

Grupos Glicose Uréia Creatinina  AcidoUrico AST ALT Fosfatase
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) un un Alcalina
(unm
MACHOS
Controle 170,6£11,65 47,67+6,333  0,5610,03 0,63£0,15 141,4423,82 46,802,634  170,3£32,71
16mg/kg 148,449,223 46,20+1,960  0,55+0,01 0,52+0,06 114,846,719 53,33+2,333 265,222,778
80mg/kg 223,4+15,42%  4520+2,818  0,53%0,03 0,85+0,17 140,8+24,52 56,00£5,857  263,8+23,05
400mg/kg 212,3+15,97 43,50+3,122  0,41+0,02 0,48+0,09 127,3£7,804 55,25£9,050  179,5£19,17
FEMEAS
Controle 142,0+31,89 40,004,830  0,57+0,04 1,35+0,91 148,6+47,59 51,80+11,97  138,2482,35
16mg/kg 185,618,640 46,33+4,509  0,68+0,08 1,44+0,45 144,4+44.52 47,604,450  118,8+£36,64
80mg/kg 180,4+32,02 40,60£5,899  0,5540,06 0,76+0,33 123,0+18,80 49,20+7,981  123,0£77,03
400mg/kg 206,2436,91*  42,20+6,760  0,47+0,10 0,90+0,32 123,2431,13 51,60+6,309  172,4484,55

Os valores estdo expressos em média + e.p.m. (n=10). One-way ANOV A/ Tukey.*p<0,05.
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TABELA 20 - Parimetros bioquimicos obtidos do sangue de ratos Wistar tratados com o Extrato Etandlico Bruto de Sida
rhombifolia L.durante o ensaio de toxicidade cronica .

Grupos LDH Colesterol Triglicerideos Amilase Proteinas Albumina Globulina
(un (mg/dL) (mg/dL) (U/dL) totais(g/dL) (g/dL) (g9/dL)
MACHOS
Controle 906,1£117,30 73,00+8,444 104,6+17,90 1124+40,10 6,078+0,09 2,792+0,06 3,088+0,08
16mg/kg 2023+200,90 66,80+4,748 65,20+9,620 1135+26,16  6,105+0,15 3,182+0,07* 3,156+0,07
80mg/kg 1917+319,10 66,00+2,236 45,007,218 1186+39,39  6,258+0,14 2,608+0,06 3,58+0,119
400mg/kg 1734+240,60 63,71+4,191 77,25+17,27 1123+59,07 5,850+0,11 2,838+0,10 3,54+0,048
FEMEAS
Controle 1177+439,4 74,00+16,99 42,40+14,15 790,7+60,90 6,520+0,1951 3,15+0,11 3,15+0,110
16mg/kg 19114585,0 80,40+17,39 42,80+8,075 772,0£39,46 6,460+0,1514 3,136%0,073 3,311+0,1020
80mg/kg 1738+840,4 65,40+14,67  101,6114,05*  764,41+56,28 6,222+0,214  2,694+0,081*  3,713+0,1586
400mg/kg  1436+700,0 76,60+22,84 118,60+16,53 862,4+77,57 6,242+0,0662 2,864+0,06439 3,475+0,08814

Os valores estdo expressos em média + e.p.m. (n=10). One-way ANOV A/ Tukey.*p<0,05.
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Gréfico 45. Dosagem de albumina em ratas Wistar tratados com
diferentes doses do EEB de Sida rhombifolia L durante o ensaio de
toxicidade cronica. Os valores estdo expressos em média e.p.m.
(n=10). One-way ANOV A/ Turkey,* p<0,05
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Gréfico 46. Dosagem de glicose em ratas Wistar tratados com
diferentes doses do EEB de Sida rhombifolia L durante o ensaio de
toxicidade cronica. Os valores estdo expressos em média e.p.m.
(n=10). One-way ANOVA/ Turkey,* p<0,05
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Gréfico 47. Dosagem de triglecerideos em ratas Wistar tratados
com diferentes doses do EEB de Sida rhombifolia L durante o
ensaio de toxicidade cronica. Os valores estio expressos em
média e.p.m. (n=10). One-way ANOVA/ Turkey,* p<0,05
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Gréfico 48. Dosagem de albumina em ratos Wistar tratados
com diferentes doses EEB de Sida rhombifolia L. durante o
ensaio de toxicidade cronica. Os valores estdo expressos em
médiae.p.m. (n=10). One-way ANOVA/ Turkey,* p<0,05.
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Gréfico 49. Dosagem de gliose em ratos Wistar tratados com
diferentes doses EEB de Sida rhombifolia L. durante o ensaio de
toxicidade cronica. Os valores estdo expressos em média *
e.p.m. (n=10). One-way ANOV A/ Turkey,* p<0,05.

87



Triglicerideos Machos

150 9

o
S —I—
(=]
E 100+
"]
)
Q T
]
z *
® 504 -IT—
L
©
=
-
1] T T T
2 © Q
& N ®

Doses (mg/Kg)

Grafico 50. Dosagem de triglicerideos em ratos Wistar
tratados com diferentes doses EEB de Sida rhombifolia L.
durante o ensaio de toxicidade cronica. Os valores estdo

expressos em média £ e.p.m. (n=10). One-way ANOVA/
Turkey,* p<0,05.

6.1.4.2 Parametros hematolégicos

Apds os 90 dias de tratamento com o EEB de Sida rhombifolia L. nas anélises
hematoldgicas , ndo foi observada nenhuma alteracao estatisticamente significativa nos animais
machos. Em relacdo as fémeas houve aumento significativo do hematdcrito e neutréfilo (grafico

51 e 52 ) nas doses de 400 mg/kg . Diminuiu o CHCM (grafico 53) e linfocitos (grafico 54) nas
doses de 400mg/kg e 80 mg/kg .
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TABELA 21 :Parimetros hematolégicos obtidos do sangue de ratos Wistar tratados com o Extrato Etanélico Bruto de
Sida rhombifolia L.durante o ensaio de toxicidade cronica .

Grupos Hemaécias Hemoglobina Hematdécrito VCM HCM CHCM
(105/mm’) (g/dL) (%) ) (npg) (%)

MACHOS

Controle 8,65+0,20 15,39+0,12  43,04+0,83  44,43+0,53 14,13£0,19 34,54+0,15

16mg/kg  8,43+0,09 16404027  42,38+0,29  44,29+0,54 12,9740,15  34,56%0,14

80mg/kg 8,6610,14 15,34+0,54  44,68+0,57  45,60+0,93 14,74+0,35 33,90+0,25

400mg/kg 8,83+0,27 15,39+0,12 44,98+1,17 44,43+0,53 14,13+0,19 34,4240,15
FEMEAS

Controle 7,67£0,14 15,7140,28 40,18+0,73 46,60+0,52 14,90+0,20 32,03+0,18

16mg/kg 7,7840,20 15,34+0,20  40,88+0,51 46,00+0,39 14,2540,13  34,68+0,16

80mg/kg 8,30%0,13 15,85+0,25 42,84+0,58 46,20+0,51 14,67+0,14 34,25+0,29

400mg/kg 8,124+0,09 15,20+0,28 44,98+1,17* 46,25+0,56 15,01£0,25 34,22+0,17*

Os valores estdo expressos em média + e.p.m. (n=10). One-way ANOV A/ Tukey.*p<0,05.

TABELA 21 : Parimetros hematolégicos obtidos do sangue de ratos Wistar tratados com o Extrato Etanélico Bruto
de Sida rhombifolia L.durante o ensaio de toxicidade cronica .

Grupos Leucdcitos Neutrofilo Eosinofilo Linfocito Monécitos Plaquetas
(103/mm’) (%) (%) (%) (%) (103/mm’)
MACHOS
Controle 7540+£1571 26,4020,50 1,57+0,30 59,29+2.50 6,8620,70 7774296571
16mg/kg 878011264 29,00+£2,55 1,29+0,18 63,43+1,96 6,85+1,50 7475715741
80mg/kg 1088+£974,9 28,60%1,56 2,00+0,70 50,80+3,37 7,00£0,78 700200£7486:
400mg/kg  9840+911,9 28,20+2,55 1,57+0,30 59,29+2,50 6,86+0,70 77742946571
FEMEAS
Controle 6320+859,9 19,00£1,92 1,38+0,32 69,20+1,31 8,25+1,01 70250044467
16mg/kg 24,40+2,61
7400£1023 1,50+0,19 65,20+1,62 6,0020,66 738250443837
80mg/kg 22,75+0,47 "
10025 £1263 0,83+0,31 64,60+1,86 6,67+0,84 669800443267

400mg/kg 8380+ 633,6  30,40+2,01* 2,12+0,67 66,20+2,08* 8,13+0,90 691571+£5221°
Os valores estdo expressos em média £ e.p.m. (n=10). One-way ANOV A/ Tukey.*p<0,05.
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Grafico 51. Dosagem dos hematécrito obtidas do sangue de ratas
tratadas com diferentes doses EEB de Sida rhombifolia L. durante o
ensaio de toxicidade crdnica. Os valores estdo expressos em média
e.p.m. (n=20). One-way ANOVA/ Turkey,* p<0,05.

Neutrofilos Fémeas
40 A
—_ *
® 304
; -1
o
= 20 -
=
O
S
=
=
o 104
=
0 L] L] L]
< © ) O
*°\ ~N > &Q
N
°¢
<
Doses (mg/Kg)

Gréfico 52. Dosagem dos neutréfilos obtidas do sangue de ratas
tratadas com diferentes doses EEB de Sida rhombifolia L. durante o
ensaio de toxicidade cronica. Os valores estdo expressos em média
e.p.m. (n=20). One-way ANOVA/ Turkey,* p<0,05.
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Grafico 53. Dosagem de CHCM obtidas do sangue de ratas
tratadas com diferentes doses EEB de Sida rhombifolia L. durante o

ensaio de toxicidade cronica. Os valores estdo expressos em média
e.p.m. (n=20). One-way ANOVA/ Turkey,* p<0,05.
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Grafico 54. Dosagem dos linfécitos obtidas do sangue de ratas
tratadas com diferentes doses EEB de Sida rhombifolia L. durante o

ensaio de toxicidade cronica. Os valores estdo expressos em média
e.p.m. (n=20). One-way ANOVA/ Turkey,* p<0,05.
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7 ESTUDO ANATOMOPATOLOGICO

No ensaio de toxicidade cronica, o estudo anatomopatoldgico incluiu animais de ambos
0s sexos, submetidos ao tratamento com o Extrato Etandlico Bruto das folhas da Sida
rhombifolia L. nas doses 16, 80 e 400 mg/kg. Foram avaliados pulmdo e rins de todos os
animais. Do ponto de vista macroscépico, os 6rgdos ndo apresentaram alteracdes anatOmicas.
Na avaliacdo histopatologica dos 6rgdaos dos animais, o figado e rins ndo apresentaram

particularidades histoldgicas. Figura 05 e 06, ratos fémeas.Figuras 07 e 08, ratos machos.

Figura 05: Ratas fémeas :A-Figado controle (HE 200X); B- Figado dose 16 mg/Kg (HE

200X); C- Figado dose 80 mg/Kg (HE 200X); D- Figado dose 400 mg/Kg (HE 200X)
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Figura 06: Ratas fémeas :A-Rim controle (HE 200X); B- Rim dose 16 mg/Kg (HE 200X);

C- Rim dose 80 mg/Kg (HE 200X); D- Rim dose 400 mg/Kg (HE 200X).

Figura 07: Ratos machos :A-Figado controle (HE 200X); B- Figado dose 16 mg/Kg

(HE 200X); C- Figado dose 80 mg/Kg (HE 200X); D- Figado dose 400 mg/Kg (HE

200X).



Figura 08: Ratos machos :A-Rim controle (HE 200X); B- Rim dose 16 mg/Kg (HE

200X); C- Rim dose 80 mg/Kg (HE 200X); D- Rim dose 400 mg/Kg (HE 200X).
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8 DISCUSSAO

Os estudos toxicoldgicos sdo fundamentais no desenvolvimento de produtos botanicos e
para testar a eficiéncia e auséncia de toxicidade das plantas em questdo As alteragdes de 6rgaos e
no peso corporal dos ratos em estudo, sao um indicativo claro de danos causados pela substancia
teste (BERENGUER-RIVAS et al., 2013).

Considerando a importancia destes aspectos foi realizado o estudo que objetivou a
investigacdo da toxicidade ndo-clinica aguda e cronica do Extrato Etandlico Bruto das partes
aéreas de Sida rhombifolia L.

Analisando algum possivel efeito toxico na toxicidade aguda do Extrato Etandlico Bruto
das partes aéreas de Sida rhombifolia L, foram observados o ganho de peso corporal dos animais
e o consumo de dgua e racdo. Foi possivel detectar diminuicdo significativa no consumo de dgua
e racdo dos machos tratados, que pode estar associada ao desconforto geral, levando a uma
diminui¢do na alimentacdo dos ratos tratados, como sugerido anteriormente por Adeneye &
Agbaje (2008), ou pode ser que Sida rhombifolia L. interfira diretamente no metabolismo de
lipidios dos animais tratados, o que levou a uma diminui¢do no peso corpéreo desses animais.
Entretanto, essa diminui¢ao ndo foi estatisticamente significativa, indicando que o EEB possui baixa
toxicidade, pois mudangas nos comportamentos gerais € ganho de peso sdo parametros criticos para
uma avaliacdo objetiva do efeito de um composto sobre animais, uma vez que tais alteracdes sio
frequentemente os primeiros sinais de toxicidade e indicativo de efeito adverso de uma droga

(AULETTA, 1995; TEO et al., 2002; EI-SANUSI & EI-ADAM, 2007).

Durante a andlise dos parametros bioquimicos foram observados um aumento nos
niveis de ALT e AST dos machos tratados, enquanto que nas fémeas, nao foi observada nenhuma
alteracdo estatisticamente significativa. O figado é um dos 6rgdos mais importantes no corpo,
sendo responsavel pelo metabolismo e desintoxica¢do de todas as toxinas que entram no corpo.
Testes de funcdo hepatica podem ser realizados através de exames de sangue para fornecer
informacdes sobre o estado do figado e integridade celular, pois algumas enzimas e proteinas
podem ser utilizadas como indicadores de problemas hepaticos, tais como ALT, AST, GGT e
bilirrubina (BRANDT et al., 2009). Algumas drogas e medicamentos sao conhecidos por induzir a
peroxidacdo lipidica, causando inchago e necrose de células hepéticas, o que resulta na liberacao de
enzimas citosolicas, tais como ALT, AST e FAL (AGBOR et al., 2005). Assim, aumentos de ALT e

AST no plasma podem ser um indicativo de lesdes hepdticas.
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ALT € considerado o parametro mais sensivel do figado, em casos de danos hepaticos
essa enzima transvasa para dentro da corrente sanguinea. Como exemplo de farmacos que
possuem elevada hepatoxicidade e provocam alteracdes nos niveis de ALT e AST, se dastacam
o stanozolol e paracetamol, contudo, sdo utilizados roti- neiramente (BASU et al., 2009;
MOSALLANEJAD et al., 2011). Todavia, o aumento de AST e ALT causado pela
administracdo do EEB de Sida rhombifolia L. indica que a planta possui pequenos sinais de
hepatotoxicidade, respaldando Ouédraogo et al. (2013) que obteve resultados semelhantes.
Ocorreu um aumento significativo nos niveis de creatinina dos machos tratados em relagdo ao
grupo controle. Entretanto, esse resultado ndo apresenta importancia clinica, pois se encontra
dentro dos valores de referéncia (GIKNIS & CLIFFORD, 2006; CASTELLO BRANCO et
al.,2011).

A andlise dos parametros sanguineos € de relevante importancia para fazer uma
avaliacdo dos riscos de determinadas substancias quando administrada em seres humanos, pois,
o sistema hematoldgico tem maior valor para prever os primeiros sinais de toxicidade, dessa
forma o sistema hematopoiético é um alvo bastante susceptivel ao ataque de substincias
téxicas, sendo um importante sistema para poder analisar o estado de satde fisico e patoldgico
de humanos e animais (LI et al. 2010; OLSON et al. 2000). Poucas diferencgas
estatisticamente significativas foram encontradas na maioria dos parametros hematoldgicos
entre os grupos controle e tratado. No entanto, foi observada uma diminui¢do significativa
entre os grupos controle e os grupos trata- dos para os parametros de hemacias, VCM, HCM e
eosindfilos dos machos tratados, enquanto que nas feméas nenhum parametro sofreu alteracdo
estatisticamente signi- ficativa, indicando que o EEB de Sida rhombifolia L. possui toxicidade
relativamente baixa sobre o sistema hematolégico (KONATE et al. 2012).

Hemacias sao unidades morfoldgicas da série vermelha do sangue, também designadas

por eritrdcitos ou globulos vermelhos, que estdo presentes no sangue em numero de cerca de 4,5
a 6,5 X 10%mms3, em condig¢des normais. Sao constituidas basicamente
por globulina e hemoglobina (composta de 4 moléculas protéicas de estrutura tercidria e 4
grupamentos heme) que contém o ferro (cada fon ferro é capaz de se ligar frouxamente a dois
atomos de oxigé€nio, um para cada molécula de hemoglobina), e a sua funcido € transportar
o oxigénio (principalmente) e o gis carbdnico (em menor quantidade) aos tecidos. E apresenta o

seu nimero reduzido em alguns tipos de anemias (LORENZI, 2006).

O volume corpuscular médio (VCM) € considerado um dos principais critérios para a
classificacdo de distirbios anémicos,contudo, a diminuicio do VCM dos machos ndo pode ser
considerada um indicativo de anemia, tendo em vista que o valor ainda se encontra préximo aos

de referéncia, e os outros parametros que podem indicar uma anemia ndo foram alterados de


http://pt.wikipedia.org/wiki/Sangue
http://pt.wikipedia.org/wiki/Globulina
http://pt.wikipedia.org/wiki/Hemoglobina
http://pt.wikipedia.org/wiki/Oxig%C3%AAnio
http://www.labtestsonline.org.br/understanding/conditions/anemia
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forma severa (BESSMAN et al. 1983). As variagdes nos valores de HCM e eosinofilos, apesar de
serem estatistica- mente significativas ndo possuem relevancia clinica, pois os valores estao
proximos dos de referéncia, tais diferencas podem ser explicadas pela variabilidade bioldgica
entre os ratos (CASTELLO BRANCO et al. 2011 ; CLIFFORD; GIKNIS, 2006; LEWIS et al.
2002).

O teste de toxicidade aguda é adequado para substincias nas quais ainda nado foi
realizado estudos dos seus efeitos téxicos, como a fragao diclorometano do extrato etandlico
bruto de Sida rhombifolia L.. Efeitos téxicos agudos mostram-se rapidamente aps uma tnica
exposicao a dose durante um periodo ndo superior a 24 horas. Os estudos geralmente feitos
em ratos passam por acompanhamento diério e controle da letalidade em um periodo de 14 dias

apos a dose unica (EATON; GILBERT, 2012).

A triagem farmacoldgica descrita por Almeida et al (1999) aborda uma meto- dologia
descomplicada para screening de extratos, os quais sdo avaliados por um roteiro de
comportamentos pré-estabelecidos, que podem ser perceptiveis claramente em qualquer
Laboratério de Farmacologia Experimental, o qual nos permitiu constatar a auséncia de
alteracdo comportamental em ambos os sexos no periodo de tempo avaliado. No referente a

letalidade, nao ocorreu morte de animais.

VariacOes estatisticas significativas foram observadas na evolu¢do ponderal apenas nos
primeiros sete dias do ensaio, onde as fémeas tiveram um aumento de peso significativo em
relacdo ao controle, enquanto que, os machos tratados tiverem perda de peso. O mecanismo de
acdo que levou a essa significancia no peso nao foi estudado no presente trabalho, no entanto,
pode-se sugerir que a variagdo no peso dos ratos foi resultante do metabolismo da droga
durante & primeira semana. As divergéncias nas manifestagdes entre os sexos podem predizer

uma sensibilidade especifica para cada género dos ratos.

O consumo de dgua e nutrientes sdo parametros importantes no estudo da seguranca de
um produto com fins terapéuticos, pois sao essenciais para o bom funcio- namento do sistema
fisiolégico dos animais e, consequentemente, para uma adequada resposta a droga testada, ja que
condi¢Oes nutricionais improprias podem acarretar deficiéncia do organismo (MYLECRAINE
;STEVENS, 1994). Em concordancia com o que aconteceu na evolugao ponderal o consumo de
racdo foi maior na primeira semana, o que resultou numa baixa significativa do consumo na
segunda semana, sendo mais uma vez sugerido que o periodo necessario para o metabolismo da
droga esteja diretamente correlacionado a esta eventualidade. Mas € curioso notar que houve

perda de peso evidente nos ratos machos, contudo, seu consumo de ragcdo foi maior



98

que o das fémeas, o que pode estar correlacionado a maior sensibilidade téxica dos animais.
Referente ao consumo de dgua ndo houve variacdes significativas entre as caixas controle e

tratado.

O sistema hematopoiético exige aten¢do, uma vez que, a distribui¢cdo de oxigénio,
nutrientes e os proprios medicamentos para os tecidos dependem da integridade vascular o que
também garante “em parte” o funcionamento adequado do sistema imune. As consequéncias
de danos diretos ou indiretos ds células sanguineas e as seus precursores sdo potencialmente

uma ameaca a vida (BLOOM; BRANDT, 2012).

O leucograma diz sobre os tipos celulares nucleados que comumente circulam na
corrente sanguinea, como: linfécitos, mondcitos e os granuldcitos (principalmente neutréfilos
maduros, baséfilos e eosinofilos). Neste estudo houve significincia nos valores de neutréfilos
em machos tratados onde se observou um aumentou nos ni- veis, o que pode ser sugestivo de
resposta inflamatdria contribuindo para injiria do tecido afetado. O aumento acima dos valores
fisiolégicos no leucograma, é chamado leucocitose, pode envolver qualquer grupo de células
brancas, e dependendo do tipo celular mais significativamente elevado pode-se especificé-la,
e, portanto, no nosso estudo foi observada uma neutrofilia. Ainda nos machos houve uma
diminuicdo de linfécitos bem como uma diminuicdo nos niveis de eosinéfilos nas fémeas, e
uma diminui¢do no leucograma € dita leucopenia que também pode estar centrada em uma
tinica série celular (HENRY, 2008). E sabido que as alteracdes dos niveis das células do
sangue pode muitas vezes ser causado pela droga em questdo, mas cabe analisar a que ponto
realmente tais reacdes pode gerar uma resposta de agressdo, toxica, a0 organismo, se essas

alteracdes sao ou ndo momentaneas podendo voltar a normalidade espontaneamente.

Variagcdes nos parametros bioquimicos foram observadas apenas em ratas f€meas,
houve um aumento nos niveis de Fosfatase alcalina que quando encontrada no soro € dito
resultante da atividade de vdrias isoenzimas presente em quase todos os tecidos do organismo
especialmente nos tecidos renais, dsseo e hepatico. A fosfatase alcalina é também uma enzima
presente em praticamente todos os 6rgaos, porém tém maior predomindncia nas membranas
das células dos tibulos renais, ossos (osteoblastos), placenta, trato intestinal e figado. A
andlise desse parametro ird mostrar se existe alguma doenca éssea, nas quais ocorre
diminuicdo da atividade das células 6sseas, bem como patologias hepdticas e desvio
cardiopulmonar (HENRY, 2008). Além do risco que o aumento de fosfatase alcalina pode trazer
as fungdes hepdticas, houve também o aumento de fésforo no sangue das ratas tratadas, sendo
considerado um agente hepatotéxico com potencial de produzir um sinergismo e producio de

uma lesdo hepatica mediante o uso da substancia.
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Deve-se levar em consideracdo que para afirmar a seguranca do uso da substancia em
estudo, faz-se necessdrio iniciar estudos cronicos através da via oral de administragdo, com o
intuito de avaliar o efeito da substancia em longo prazo, bem como melhor caracterizar

possiveis efeitos téxicos no periodo de estudos.

Dando continuidade a pesquisa , realizamos estudos da toxicidade aguda da fracdo

hidroalcodlica do extrato etandlico bruto de Sida rhombifolia L.

Em relacdo a evolucdo ponderal, a andlise mostrou diferenca significativa entre os
grupos controle e tratados de fémeas na segunda semana do ensaio, onde foi possi- vel observar
um aumento significativo. Os machos tratados, por sua vez, ndo tiverem alteracdes
significativa. O mecanismo de acdo pelo qual levou a essa significincia no peso nao foi
estudado no presente trabalho, no entanto, pode-se sugerir que a variagdo no peso das ratas foi
resultante do metabolismo da droga. As divergéncias nas manifestagdes entre os sexos pode

predizer uma sensibilidade especifica para cada género dos ratos.

O consumo de agua e nutrientes sdo pardmetros fundamentais para dizer sobre a
seguranca de um produto com fins terapéuticos. Levando-se em consideracdo os resultados
registrados neste teste, houve diferenga significativa (*p<0,05) entre os grupos controle e
tratado de ratos machos quando avaliado o consumo de 4gua. Porém, como nos grupos de ratas
nao foi observada nenhuma alteracdo significativa quanto a este critério, ndo € possivel
estabelecer, a principio, uma relacdo entre a alteracdo no consumo de dgua e a administracao

aguda da fracao hidroalcodlica.

A toxicidade a niveis hematopoiético podem ser observados com alteracdes na
maturacdo de células sanguineas, manifestando-se de forma que células imaturas podem vir a
aparecer no sangue periférico, além de alteracdes no volume, concentracdo e tamanho dessas
células hematopoiéticas sdo também pardmetros preocupantes e prejudiciais ao organismo

(TELES, 2016).

Em nosso estudo hematolégico voltamos nossa atencdo ao indice hematimétrico
Volume Corpuscular Médio — VCM, de ratos machos, onde observamos valores
estatisticamente significativos, além de também extrapolar os valores de referéncia
estabelecidos em ratos machos do Biotério Professor Thomas George (BRANCO et al. 2011). O
VCM diz sobre o volume médio dos glébulos vermelhos em fL. S@o utiliza- dos para dizer
quanto a classificacdo das anemias em microciticas, normociticas ou macrociticas

(MARQUES, 2016).

Apesar de neste estudo o parametro de VCM est4 alterado, ndo podemos aqui justificar

como uma anemia diagnosticada e classifica 14 quanto ao seu tipo, uma vez que, para que seja
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uma anemia se faz necessdrio que a concentracdo de hemoglobina esteja abaixo da
concentracdo considerada normal para ratos wistar, o que ndo foi observado em nossos

resultados (SPERANDIO et al. 2015).

As provas bioquimicas realizadas no soro sanguineo dos animais representam um
valioso apoio ao diagndstico clinico das enfermidades, e tem muito valor quanto ao
mapeamento de efeitos toxicos indicando até mesmo o 6rgdo e/ou sistema afetado. Variagdes
nos parametros bioquimicos foram observadas, sendo significativo Creatinina nos machos,

enquanto que nas fémeas AST, Acido Urico e Glicose.

A creatinina sérica € um bom marcador bioquimico, que juntamente a outras mo- léculas
como a albumina, ureia, potassio, fésforo, pode indicar lesdo em determinados 6rgaos/sistemas
e até mesmo o grau da agressdo. A albumina e a creatinina podem dizer quanto ao estado
energético proteico, inflamacdo e diagnéstico de desnutricdo. Ureia e creatinina geralmente
apresentam-se alterados diante da condi¢do clinica da incapacidade dos rins de eliminar

substancias corporais, isto €, quando ha insuficiéncia renal aguda ou cronica (GOMES, 2017).

Quando os valores de creatinina sérica encontram-se diminuidos, indica diminui¢io de
massa magra e/ou ingestdo proteica diminuida e a albumina, também, pode ser usada como
um marcador do estado nutricional. A desnutricio vai entdo levar a condi¢des de fadiga,
ndusea, anemia, queda de pelo/cabelo, suscetibilidade ainfec¢des e o mais perceptivel a perda de
peso, o que nao foi observado durante os 14 dias de acompanhamento dos animais, afastando a
possibilidade de que a queda da creati- nina em ratos machos tenha sido causada por este
acometimento. Ndo foi observada também a alteracio de mais nenhum outro pardmetro
bioquimico como a albumina para que respaldasse uma maior possibilidade de acometimento
desnutricional nos ratos, para tanto ndo podemos descartar a possibilidade, se fazendo
necessdrios mais estudos conclusivos, uma vez que marcadores bioquimicos sdo também

passiveis asofrer interferéncia em seus valores (GOMES, 2017).

Em ratas fémeas houve uma maior incidéncia de marcadores bioquimicos alterados, mas
do contrario dos ratos machos que houve baixa da creatinina houve aumento dos niveis de AST,

Acido Urico e Glicose.

Aspartato amino transferase — AST, € uma enzima responsavel por catalisar atividades
de sintese como de degradacdo dos aminoacidos, sdo enzimas biloculares presente tanto no
citoplasma como na mitocondria. A AST € principalmente encontrada nos hepatdcitos, e na
grande maioria das vezes ajuda quanto ao diagndstico de lesdo hepdtica, no entanto, AST €
também encontrada no musculo esquelético e cardiaco, rins, pulmdes, eritrdcitos, entre outros,

sendo assim um marcador inespecifico da lesao hepatica (AQUINO et al.2014).
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AST encontrou-se aumentada, mas ndo acompanhada por ALT. A Alanina
aminotransferase (ALT) € encontrada principalmente no citoplasma do hepatdcito, com isso
pode ser considerada marcador especifico de dano hepatico (AQUINO et al. 2014). Portanto,
para aqui atestarmos hepatotoxicidade se faz necessario que ALT extravasse os seus limites de
normalidade, afinal quando h4 lesdes a nivel célula componentes do citosol sdo os primeiros
expostos ao meio extracelular e, portanto, os primeiros detectdveis, porém ALT continuou
dentro dos parametros aceitdveis, excluindo a possibilidade de lesdo hepética quando em

exposicdes agudas da fracdo hidroalcodlica de S. Rhombifolia L.

A formacao do acido trico (AU) se da por um processo natural de catabolismo de
nucleotideos purinicos, onde hd a quebra da adenosina e guanina (purinas) por atividade
catalitica da xantina oxidase — via hipoxantina — resultando na formac¢do de xantina e acido

urico (DA ROSA et al. 2015).

Quando a reagdo de catabolismo se encontra acelerada por situagdes de injuria do
organismo como jejum, cirurgia, infec¢des, e por influéncia de produtos quimicos exogenos ao
corpo isto culminard na producdo de excessiva de AU levando a condi¢des de hiperuricemia,
depésito de urato e gota, gerando sintomas como inflamacdo e dor nas articulagdes, além
disso, espécies reativas de oxigénio sdo geradas como subprodutos, tais como o anion
super6xido que reage com prétons e Oxido nitrico para originar novas espécies reativas de
oxigénio. Essas, no que lhe concerne, promovem lesdo do endotélio cardiovascular e da

microvasculatura (BARROS, 2014; DA ROSA et al. 2015).

Se somarmos resultados como vetores podemos embasar uma suspeita sobre a
toxicidade da fracdo hidroalcodlica de S. rhombifolia ao nivel cardiaco, pois, assim como AST
que € encontra no musculo cardiaco podendo assumir papel de marcador inespecifico de lesdo
(AQUINO et al. 2014), o AU (4cido urico) pode também sugerir em quadros de hiperuricemia o
diagnéstico de quadros hipertensivos e infarto do miocardio e progndstico de doenga arterial
coronariana e insuficiéncia cardiaca (DA ROSA et al. 2015), ambos (AST e Acido iirico)
encontraram-se elevados. No entanto, mais ensaios, s30 necessarios para averiguar quanto a

suspeita e trazer mais parametros que solidifiquem a ideia.

Por conseguinte,houve aumento de glicose no sangue de ratas fémeas. A elevacdo do
actiicar no sangue se dd pela incapacidade do organismo em transformar toda a glicose
proveniente dos alimentos, devido a deficiéncia na produgdo ou resistén- cia a insulina
(BARROS, 2014). Tal condi¢dao sugerem a instalagdo de enfermidades como o diabetes ou
sindrome metabdlica. Para tanto, a sindrome metabdlica seria aqui uma opcao se ratos fémeas

em estudo se enquadrasse nos fatores de risco como obesidade, niveis pressoricos elevados e
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hipertrigliceridemia e/ou baixos niveis de HDL colesterol , nenhum desses foi constatado

(CARVALHO, 2016).

Realizamos o estudo agudo através da administracdo da fracdo n-butandlica do extrato
etandlico de Sida rhombifolia L. na dose de 2000 mg/kg, via oral, portanto, os animais passaram
por uma triagem farmacolégica durante 4 horas. Na qual nao houve qualquer alteracdo em nivel
de SNC ou SNA, o que indica que o produto estudado ndo apresenta atividade para esses

sistemas (ALMEIDA; OLIVEIRA, 2006).

Durante todo periodo de avaliagdo (14 dias), houve auséncia de letalidade dos animais,
possivelmente pode estar relacionado com a absor¢do e/ou biotransformacgdo da substancia, na
qual esta ndo atingiu niveis séricos suficientes que causasse morte dos animais, portanto nao
sendo considerada na dose administrada, uma substancia potencialmente téxica (LIMA et al.

2014).

Os animais tratados com a fracdo n-butandlica, apresentaram uma variacao estatistica
no consumo de dgua e racdo,ja na avaliacdo ponderal, apenas os machos na segunda semana

apresentaramalteracio

Alguns estudos mostram que os parametros hematologicos dos ratos Wistar ~ podem
ser semelhantes aos dos humanos, exceto a quantidade de hemadcias e pla- quetas, na qual os
ratos apresentam maior quantidade(FEITOSA et al. 2015; SANTANA et al. 2014). Esses
parametros foram observados no presente trabalho e nenhuma alteracdo foi verificada nos

animais tratado.

Os parametros bioquimicos, houve variacdo estatistica significativa dos animais
tratados, quando comparado com os animais controle. Temos alteracdo nos triglicerideos,
célcio, fosforo, albumina e AST dos animais machos, nos animais fémeas apenas a glicose

apresentou variacao.

O aumento sérico € um fator de risco para doengas cardiovasculares, o que nao foi
verificado no presente estudo, na qual houve diminuicao dos niveis de triglicerideos séricos nos

ratos, nao contribuindo assim para problemas cardiacos.

O célcio tem importante papel na fungdo muscular, seu aumento pode induzir lesdes
além de interferir na acdo de diferentes enzimas. O aumento intracelular de célcio pode levar a
disfuncdo mitocondrial, deplecdo de fosfato, além de morte celular (C()RDOVA et al. 2000;
NASCIMENTO et al. 2005). Além do que, o célcio e o fosforo sdo minerais importantes na
composi¢do da matriz 6ssea, conferindo-lhe forca e dureza. O magnésio é fundamental para

que tanto o cdlcio como o fosfato funcione de forma adequada (TSUANG et al. 2006). No
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presente estudo verificou-se um aumento significativo do cdlcio e fésforo nos ratos machos,

entretanto ndo podemos inferir que a fracdo n-butandlica cause altera¢des musculares, ja que
outros parametros importantes como Creatina- kinase e Lactato desidrogenase, ndao foram
avaliados. Como também ndo podemos afirmar que houve alteracdes Osseas, sendo

necessarios estudos mais especificos.

Quanto a avaliacdo proteica, o aumento ou diminui¢do de proteinas sdo irregu-
laridades comuns de ocorrer em animais durante ensaios experimentais, podendo ser
identificado através de alteracdes nos valores de albumina, globulina e proteinas totais. Nos
resultados obtidos, observou-se pequena variacdo na concentracdo de albumina dos machos,
comparado com o grupo controle, estando possivelmente relacionado com desidratacdo, ja que a
fase liquida do plasma sofre diminuicdo, mas apds reidratagdo os valores de albumina voltam

ao normal (RAMALHO et al, 2014).

A frag@o n-butandlica, causou uma diminuicdo significativa de AST nos ratos machos,
indicando uma possivel hepatoprotecdao, porém tal fato deve ser melhor investigado. Ja a
transaminase ALT ndo apresentou nenhuma variacao estatistica, podendo assim afirmar que a

fracdo na dose de 2000 mg/kgpossivelmente ndo cause hepatotoxicidade.

A glicose é um importante carboidrato, que além de fornecer energia, interfere na
secrecdo de insulina para o organismo, por isso a avaliacdo dos seus niveis no sangue indica
sua homeostase no corpo (FEITOSA et al, 2015; HABER et al, 2001). E este foi o tnico
pardmetro bioquimico que se apresentou alterado nas fémeas tratadas com a substincia em

estudo.

A administracdo da fracdo n-butandlica ndo apresentou alteracdes da ureia e creatinina,
que sdo parametros para avaliacdo da funcdo renal e conse- quentemente da fun¢do cardiaca,
devido ao processo de filtragem sanguinea. Assim, podemos afirmar que a substancia estudada

nao causa toxicidade renal (FERREIRA e al. 2016).

Ensaios toxicoldgicos ndo-clinicos cronicos foram realizados em ratos, machos e
fémeas, utilizando-se o extrato etandlico de Sida rhombifolia L., administrado por via oral, em
diferentes doses: dose de 16, 80 e 400 mg/kg. O ensaio foi conduzido por um periodo de 90
dias e parametros como consumo de &4gua e racdo, evolucdo ponderal, avaliacido
comportamental, parametros hematoldgicos e bioquimicos e estudo anatomopatolégico foram

avaliados.

Os efeitos da administracao cronica sobre o consumo de dgua e alimentos mostraram

alteragdes significativas em ambos 0s sexos.

No consumo de dgua, os machos apresentaram uma diminui¢do na 2° semana na dose

16 mg/kg e na dose de 80 mg, 4*, 7* e 8" semanas na dose de 80 mg/kg. Da mesma forma, o
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consumo de dgua dos animais fémeas nao variaram significantemente entre os grupos.
Os machos diminuiram o consumo de racdo na 1* semana nas doses de 80 mg/kg e

400 mg/kg.As fémeas demonstraram diminuicao no consumo de rag¢do na 1*

4% 5% 9% 10% ,11* e 12* semanas na dose de 80 mg/kg.

Da mesma forma, os pesos referentes de todos os animais ndo variaram signifi-
cantemente entre os grupos, corroborando a hipétese de baixa toxicidade do EEB apds a
exposicdo cronica (BERENGUER-RIVAS et al. 2013). Quanto aos testes motores € sensoriais
os animais foram ativos e receptivos aos estimulos, sem sinais clinicos, de que poderiam estar
associados com efeitos toxicos locais ou sist€émicos observados. Ndao houve mortes e o
comportamento dos animais permaneceu normal para a espécie (BERENGUER-RIVAS et al.

2013).

O teste de campo aberto foi realizado para a avaliacdo de alteragdes com- portamentais
mediante o uso do aparelho de campo aberto proposto por Carlini ef al (1986), com finalidade
de avaliar a atividade exploratéria dos animais mediante sua movimentacdo espontinea
(ambulacao), o nimero de comportamentos de auto limpeza (grooming), de levantar (rearing)
e o numero de bolos fecais como indice de emocionalidade (MANSUR et al, 1971). Esses
parametros foram utilizados como indice da interferéncia do extrato etandlico bruto de Sida
rhombifolia L. sobre o comportamento emocional do animal, indicando altera¢des sobre o

sistema nervoso central.

Houve aumento estatisticamente significativo no 1° comportamental na ambula- ¢do e

limpeza das fémeas na dose de 16 mg/kg.

O teste no aparelho de Rota-rod foi realizado para a avaliacdo de alteragdes motoras e
nao foram verificadas alteracdes significativas em ambos os sexos, demons- trando que nas

doses em andlise a planta ndo apresenta efeito estimulante sobre o sistema nervoso .

Ocorreram alteragdes bioquimicas estatisticamente significativas em ambos os sexos,
sendo evidenciado apenas uma diminui¢do nos triglicerideos nos machos da dose de 80
mg/kg. Aumento nos niveis de albumina e glicose nos machos da dose de 16 mg/kg e 80

mg/kg.

Aumento nos niveis de triglicerideos e glicose nas fémeas nas doses de 400 mg/kg e 80

mg/kg. Aumento nos niveis de albumina na dose de 80 kg/mg nas fémeas.

As determinacdes da glicose sdo criticas para o diagnostico € monitoramento de
doencas que afetam o metabolismo dos carboidratos. A glicose € quantificada no sangue total,
plasma, soro, LCE, liquido pleural e urina para a variedade de finalidades diagnosticas e

monitoramento. Além disso, a quantificacdo da glicose no liquido intersti- cial ou permitem
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monitorar continuamente as concentracdes em pessoas com diabete. A Hipoglicemia

caracteriza-se por concentragdes plasmdticas baixas de glicose e um grupo associado de
sintomas que pode ser aliviados pela a ingestdo de alimentos ou de carboidratos (Triade de

Whipple).

Os aumentos nas concentracdes séricas de albumina sdo pouco frequentes, embora
acorram em casos de desidratagdo na medida em que a fase liquida do plasma sofre retracao, apds
a reidratacdo, a concentracdo de albumina deve voltar aos valores de referéncia normais

(CASTELLO BRANCO et al. 2011).

Na série hematoldgica, foram observadas alteragdes estatisticamente signi- ficativas
nas fémeas, quando comparamos os dados obtidos com os da literatura (CASTELLO
BRANCO et. al. 2011). , foi observado um aumento estatisticamente significativo nos
hematdcritos e neutréfilo nas doses de 400 mg/kg e diminuicdo no CHCM na dose de 400

mg/kg e um diminui¢do dos linfécitos nas doses de 80 mg/kg e 400 mg/kg.

o ndmero de eritrécitos de um individuo varia, principalmente, em funcao do sexo. No
sexo masculino, sdao obtidos valores maiores do que no sexo feminino. Quando os valores sdo
inferiores aos referidos, diz-se que ha oligocitemia e, quando superior, poliglobulia. A
oligocitemia costuma estar presente em anemias, mas s este achado ndo serve para definir o
estado anémico, uma vez que ocorrem anemias com numero de eritrécitos normal ou muito

préximo do normal (LORENZI, 2006).

Os hematdcritos correspondem ao volume ocupado pelos eritrocitos contidos numa
certa quantidade de sangue total. Assim como os eritrocitos, o sexo masculino (média de
46%) tem maior valor em percentagem do que o sexo feminino (média de 42%)(Lorenzi,

2006).

Para auxiliar no diagnéstico de diagndsticos relacionados a patologias hema- toldgicas,
no que se refere a série vermelha, existem os indices eritrocitdrios, tais como: Hemoglobina
corpuscular média (HCM), Volume corpuscular médio (VCM) e Concentracdo da

hemoglobina corpuscular média (CHCM) (Lorenzi, 2006).

No teste de toxicidade cronica, o estudo anatomopatoldgico incluiu animais de ambos
os sexos, submetidos ao tratamento com o extrato etandlico bruto de Sida rhombifolia L. nas
doses 16, 80 e 400 mg/kg. Foram avaliados pulmdo e rins dos animais. Do ponto de vista
macroscdpico, os 6rgaos ndo apresentaram alteracdes anatdmicas. Na avaliacdo histopatolégica

dos 6rgaos dos animais ndo apresentaram alteracdes significativas.
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9 CONCLUSAO

* Os estudos toxicoldgicos agudos ndo-clinicos do extrato etandlico bruto de Sida
rhombifolia L. e suas fracdes em ratos Wistar, induziu alteracdes na ingestdo de dgua e
racdo, em paramentros bioquimicos e hematolégicos, na dose de 2000 mg/kg, por via

oral.

* O estudo toxicoldgico cronico ndo-clinico do extrato etandlico bruto de Sida
rhombifolia L. em ratos Wistar demonstrou alteracdes na ingestdo de dgua e racio,
avaliacdo comportamental e motora , parametros bioquimicos , nas dose de 16, 80 e

400 mg/kg, por viaoral.

* O estudo toxicologico cronico ndo-clinico do extrato etandlico bruto de Sida

rhombifolia L. em ratos Wistar ndo demonstrou alteracdes histopatoldgicas.

* Considerando que o uso de plantas medicinais € bastante difundido pela populagdo, é
necessdria a realizacdo de estudos especificos que possam garantir a seguranca de seu

uso por esta via.
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