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RESUMO

O presente estudo avaliou a seguranca de um &fober, constituido de
extrato fluido de Gossypium herbaceum (algodogifatura de Algodoeiro
Canger?), através de estudos de toxicidade subcronicaloteomo base a
resolucdo N° 90, de 16 de marco de 2004 da Agématonal de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA). O objetivo era verificar se cepente fitoterapico causava
toxicidade sistémica de doses repetidas em ratostaWiPara o teste de
toxicidades repetidas constituiu-se quatro grupesratos Wistar, cada um
composto por 10 machos e dez fémeas, tratadosiparal (gavagem) com
0,4ml.kg*, 2ml.kg'e 4ml.kg", respectivamente a dose terapéutica indicada pelo
fabricante para seres humanos adultos, 5 vezesvezH3 a dose terapéutica,
além de um grupo controle, que recebeu o veiculiitaerapico. Os resultados
revelaram que os animais tratados com a dose tdregpéndo mostraram
alteragOes sistémicas que indique toxicidade. Asragloes observadas nas
variaveis de ganho de massa corporal, dados heigeot e de bioquimica
sanguinea nos grupos tratados com as doses 5 ez&8 & dose terapéutica
revelaram a ocorréncia de toxicidade sistémicaavagla com a elevacao da
mesma.



ABSTRACT

The phytoterapic constituted I§ossypium herbaceau(ootton plant) (Tintura
de Algodoeiro Canget) was investigated from the potential of toxicokmji effects
when orally administered to male and female Wist#s for 30 days. The studies were
based in the resolution n. 90, March1@004 from National Agency of Sanitary
Vigilance (ANVISA). The aim of the study was watithdaily doses of the fitoterapic
would became in to systemic toxicity. Four expenmaé groups were formed (10
animals/sex/dose) receiving daily doses of 0.4mi] and 4ml.kg respectively the
therapeutic dose recommended by the producer fdt hdmans, 5 times and 10 times
the therapeutic dose, besides a control groupetleaith the phytotherapic vehicle. The
results revealed the absence of systemic toxiciith ihe therapeutic dose. The
alterations observed in the weight gain, hematokigvalues and biochemical blood
analyses in the doses equivalent to 5 and 10 titnestherapeutic doses revealed
systemic toxicity, in a dose related manner.
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1 INTRODUCAO

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, decamentos fitoterapicos
sao definidos como produtos com fins medicinaisa@préém derivado ativo obtido das
partes aéreas ou subterraneas de vegetais ouncaiteoial vegetal. Segundo a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), os fiewaipicos ainda séo caracterizados
pela falta de conhecimento da eficacia e dos rigt®seu uso, assim como pela
reprodutibilidade e constancia de sua qualidade.

A utilizacdo de extratos vegetais com fins terapéat(fitoterapicos) tem sido
crescente, tanto em paises desenvolvidos, comaeaspem desenvolvimento, através
de uma intensa ascensdo da industria farmacé@HARAPIN, 1996; CARVALHO,
2005).

Segundo Wojeikowslet al., (2004) este crescente aumento € devido a gfiiza
de uma medicina humana complementar e alternatira,a falsa idéia de que plantas
medicinais ou medicamentos a base de vegetaige(fmcos) ndo possuem toxicidade.

Heinrich & Gibson (2004) citam que pessoas de rsyi@ises pobres utilizam
um sistema de medicina tradicional, onde o conhatimma respeito da maioria das
plantas medicinais esta baseado no uso popularggalguer investigacao a respeito de
seus constituintes quimicos e efeitos bioldgicos.

No Brasil, de acordo com a Resolucéo n° 89, deel®arco de 2004, foi criada
uma Lista de Registro Simplificado de Fitoterapi¢BRASIL, 2004b). Nesta lista
podemos encontrar a nomenclatura botanica, o noopelgr, a parte utilizada, a
padronizacdo, formas de uso, indicacdes e acOapétdicas, dose diaria, via de
administracdo e restricdo de uso. As plantas cotestanesta lista, ndo necessitam
validar as indicacfes terapéuticas e segurancasaleAs plantas que ndo constarem
nesta lista deverdo seguir a Resolugdo n°® 48 (BRAZD04a), na qual os
medicamentos fitoterapicos deverdo apresentar aegmigquanto ao uso, e as indicagdes
terapéuticas deverao ser avaliadas através de asrtaéd opcoes:

1) Atingir no minimo 6 pontos, com estudos publicadoie as obras da

“lista de Referéncias Bibliograficas para avaliagho Seguranca e
Eficacia de Fitoterdpicos”, segundo Resolucdo n° (BRASIL,
2004b).

2) Apresentar comprovacdo de seguranca de uso at@eégestes

(toxicologia pré-clinica, toxicologia clinica) e @éicacia terapéutica
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(farmacologia pré-clinica e farmacologia clinica)rdedicamento. Os
ensaios clinicos deverdo atender as exigénciapukstas pelo
Conselho Nacional de Saude, segundo a Resolucé6 (BRASIL,
2004c).

3) Apresentar um levantamento bibliografico (etnofarabégico e de
utilizagdo, documentagfes técnico-cientificas owlipacdes), que
devera ser avaliado consoante aos seguintes asitéridicacdo de
uso, coeréncia com relacdo as indicacdes terapéufcopostas;
auséncia de risco téxico ao usuario; ausénciau@ogrou substancias
toxicas, presentes dentro de limites comprovadanesgguros;
comprovacdo de uso seguro por um periodo igualuper®r a 20
anos.

Caso o medicamento fitoterapico integre a Ultimadlipacdo da Lista de
Registro Simplificado de Fitoterapicos, nas conekicéli definidas, ndo ha necessidade
de validar as indicagOes terapéuticas e a segudangso (BRASIL, 2004a).

O fitoterapico “Tintura de Algodoeiro Cang®rié indicado para combater a
amenorréia, dismenorréia, astenia sexual, impaérekual e frigidez. Também é
indicado contra inflamacbes e hemorragias menstru& considerado um
anticonceptivo masculino e aumenta a producgaoiten®aterno.

O objetivo do presente estudo é verificar se ddifipico a base déossypium
herbaceum(Tintura de Algodoeiro Cangeri®) € capaz de deseéear toxicidade
sistémica em ratos Wistar, tratados diariamenta pel oral, por 30 dias com a dose
terapéutica recomendada para humanos adultos, asencthco vezes maior e 10 vezes

maior.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos farmacobotanicos sobre o géneBmssypium herbaceum

O Algodoeiro € uma planta da classe Dicotiledorseddclasse Dicotiledonia,
subclasse Archichlamidae, ordem Malvales, familevdceae, génei@ossypium spp
O numero de cromossomos € igual a 13. O géBessypiumatualmente abrange 23
espécies distribuidas pelo mundo. Em estado sehjage arbustos do algodoeiro
podem atingir 7 metros de altura. As folhas sédmdgs, com trés a sete lobos. E uma
espécie trianual ou bianual, nativa da india, e lwjltivada por praticamente todo o
globo, sendo utilizada na industria para obtengiélias e 6leos. Também é utilizada

como fitoterapico, para uma grande variedade deagdes (PINTO, 1976).

FIGURA 1 Gossypium herbaceubinné
Disponivel em:
http://www.public.iastate.edu/~herbarium/gossypiuiml>

O gossipol (GoH300g) € um pigmento amarelo de ocorréncia natural emtas

da familia Malvaceae, encontrado especialmentesaagntes das plantas do género

Gossypium(ABOU-DONIA, 1976). Na nutricdo animal, a semeatea torta resultante
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da semente do algoda@.(hirsutum, apds a extracdo do Oleo, representam a segunda

fonte de proteina para a alimentacéo animal, @#sgdo somente pela soja.

Na planta, o gossipol funciona como defesa natoealsando infertilidade nos
insetos que se alimentam de sua seiva e semegdegjido assim a proliferacao de seu

predador.

2.2 Aspectos farmacoldgicos e terapéuticos sobrg@neroG. herbaceum

Um dos principais constituintes quimicos do extrdto G. herbaceumé o
gossipol. Ele é extraido das sementes, caule e daialgodoeiro. Se ingerido
diariamente, provoca infertilidade em muitas esgggeanimais, inclusive nos homens.
Em ratos, a dose que provoca infertilidade em rétake 30 mg/kg. Nos homens o
gossipol € muito mais eficiente, ja que a azospe®nconstatada com a dose de 0,3

mg/kg. (LIU, 1987; WEINBAUERet al, 1983 APUD COUTINHO, 2002).

Os efeitos do gossipol sobre a reproducdo passarsen estudados depois que
Liu (1957) apud Qian & Wang (1984), descreveu que em determindldwejo na
China, ndo houve nascimentos de criancas durangnd$) entre a década de 1930 e
1940. Nesse periodo, por questdes econOmicas,sasgseque habitavam o vilarejo

passaram a utilizar na alimentacao Oleo cru dedalgceem substituicdo ao 6leo de soja.

As suas propriedades quimicas, fisicas e orgamncddpsao similares com 0s
flavondides, tais como Quercitin e Gosseptin, petnantioxidantes. Gossipol é
utilizado na indastria como antioxidante (COUTINHZD02). O gossipol, por ser um
inibidor enzimatico inespecifico (HERV# al, 1996), alterando dessa forma a diviséo
celular, passou a ser utilizado no tratamento dmreetriose (ZHANGet al, 1994) e
no controle do cancer, principalmente de mama d@ajeapresentando bons resultados

(BAND et al, 1989; HUet al, 1994, LIUet al, 2002).
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Os estudos chineses demonstraram que o gossipefieiente e bem tolerado,
nao causando alteracdes na pressao arterial, pgsara e nos principais parametros

bioquimicos. A funcdo enddcrina permanece inalerado havendo perda de libido

dos usuarios. (WU, 1988).

Weinbaueret al, (1982) identificaram uma clara relacdo entraministracao
de gossipol e inibicdo da motilidade espermaticar&ios. Uma acentuada reducdo da
motilidade foi percebida em animais que receber@matnente doses superiores a 15
mg/kg por um periodo de 5 a 10 semanas. Ja os iarmja receberam doses inferiores

a 15 mg/kg ndo apresentaram reducao da motilidsukrmatica.

HsC CH,
0 HaC OH
T OH o
HO =
= OH
OH S
HO = CH, S

Gossypol

FIGURA 2: Representagdo espacial da molécula deygok
Disponivel em: http://www.giftpflanzen.com/gossymiuherbaceum.html>
Sepehriet al, (1998) investigaram a influéncia de extratopldamtas com altas
concentracdes de pectina no aumento da concentdz@omponentes C3 e C4 do
sistema complemento no colostro de mulheres n@ads: O sistema complemento é
um agente antibacteriano inespecifico que est@mpeso colostro. Muitos estudos tém

demonstrado que extratos de plantas ricos em pet@m aumentado a liberacdo de
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prolactina e sintese de leite em ratos quando aere via oral. Nesse estudo, extratos
de G. herbaceunforam dados a mulheres oralmente a partir do skgulia apos o

parto. O extrato elevou a concentracdo de complemed3 e C4, mas nao alterou a
atividade complemento hemolitica. Esse estudo supes extratos de plantas ricas em
pectina favorecem a transferéncia de complemeros C4 do sangue para o colostro
por um mecanismo desconhecido. Os autores sugeresn, mo pos-parto, de extratos

de plantas ricas em pectina para reforcar a ateidatimicrobiana no colostro.

Estudos com animais demonstram que a administrdedextrato de varias
plantas estimula a sintese de proteinas lacteagéatrdo aumento da liberacédo de
prolactina. Também ja foi demonstrado que as mtdécde pectina sdo capazes de
estimular a liberacdo de prolactimavivo depois de injecbes endovenosas. Sepathri
al., (1990) demonstraram num estudo que pectina & estimular a liberacdo de

prolactina de fragmentos hipofisarios incubadosuemmeio artificial.

Num experimento realizado na RuUssia, 0s pesquisad@alomo\et al, (1994)
demonstraram que criancas que ingeriram extratpdamas que contém pectina, como
o algodoeiro, tiveram benéficos para a saude. (pogreontrole ndo recebeu o
suplemento de pectina. Capsulas contendo 1g dmaeld algodoeiro eram oferecidas
as criancas do grupo experimental a cada 100gitgeole comida por elas ingeridas,
durante 45-60 dias. Verificou-se que 0 grupo dangas que ingeriu a pectina
diariamente teve como resultado: melhor statusionial, melhor desenvolvimento
fisico e um superior sistema eritrocitario (formagie globulos vermelhos) quando
comparado com as criangas do grupo controle.

WU (1988) especula que um implante interno derdi@®&o lenta de substancia
anadloga ao gossipol possa ser uma solugdo parawuinds efeitos toxicos da

substéancia, assim como cogita sua utilizacdo capermicida intravaginal. Segundo o
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mesmo pesquisador, 0 gossipol tem efeitos anti-h@&gicos nos abortos nos primeiros
estagios da gestacdo ja estdo comprovados. E tamimérsubstancia que se mostra
eficaz em outros transtornos ginecoldgicos, comgrsanento funcional da menopausa,
tumores uterinos e sintomas da endometriose.

Vérios estudos com células cancerigenas tém ndostragossipol como uma
agente que induz a inibicdo da replicacdo destasd& al, (1989) num estudim-vitro
com ceélulas cancerosas de tecidos como do ovatiesteculos, mostraram que a
proliferacéo dessas células é sensivel ao gos€ipoldicador mais sensivel da acdo do
gossipol nesse estudo foi o decréscimo na sinee&NA devido a inibicdo da sintese
protéica.

Hu et al, (1994) utilizando células de carcinomas mamariosdnos e células
de tumores esofagicos de ratos para avaliar o @ateantiproliferativo do gossipol
contido no leite. O leite com gossipol foi obtide Wacas da raca Pardo Suico tratadas
diariamente com 450 ppm de gossipol. Os resultadostraram que a proliferagéo
celular foi diminuida de maneira dose dependentpOsArealizar experimentos
utilizando células de tumores mamarios humanose@iét al. (1995) sugeriram que 0
gossipol e seus analogos possam ter potencialéigiep contra o cancer de mama,
visto que seus testas vitro causaram inibicdo na proliferacdo dessas céluéas d
maneira dose-dependente.

Extratos de algodoeiroGpssypium herbaceymassim como outros cinco
extratos séo utilizados em Trinidad e Tobago contisheelminticos para cées (LANS et

al., 2000).
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2.3 Aspectos toxicologicos do génefaossipium herbaceum

Os efeitos toxicos do gossipol ha muito tempo s@Ethecidos, principalmente
em espécies monogastricas. Esse fato limitou odososubprodutos da producéo da
lavoura algodoeira na alimentacéo de aves e SUANBRIGUETO et al, 1982).

Eisele (1986) escreveu que a tolerancia do gdssipanonogastricos € variavel
de acordo com a espécie e, acima de tudo, da dtagelividuo que faz seu uso, sendo
0s mais velhos mais tolerantes.

Num estudo com suinos, o pesquisador concluiu gpiasdcontendo gossipol e
possiveis antidotos, com sais contendo na fornaigaferrosos como antidoto, podem
diminuir seus efeitos, mas a performance reprodutias fémeas é afetada assim
mesmo, reduzindo o tamanho da leitegada.

Terneiros que se alimentam de farinha com altasesdracées de sementes de
algoddo podem morrer como resultado da toxicidaglegasssipol. Nesse trabalho,
Holmberg et al (1988) alimentou jovens terneiros com dietassriean farinha de
sementes de algodao. Graves lesdes, incluindes %ftiades de proteinas de alto peso
molecular foram encontradas nas cavidades de védeioiros, edema de mesentério e
hepatomegalia. A lesdo histologica mais consistiritgrave necrose centrolobular do
tecido hepético. Verificou-se também alta conceatale gossipol no figado.

Em humanos, um estudo clinico realizado na Chiom &806 homens
voluntarios mostrou que a infertilidade causadao pgbssipol é definitiva. Os
voluntérios ingeriam diariamente 20mg de gossiQuolando a dose foi consumida por
um periodo de 75 dias, 98,48% dos voluntarios s&tam inférteis. No caso de doses
entre 40 e 50 mg por semana, o efeito contraceptimoteve-se em 99,07% dos
voluntarios. No periodo de 75 dias, sintomas gagéstinais foram verificados em

4,15% dos voluntérios, e fadiga em 12,61% (NATIONGOLLABORATIVE TEAM



23

ON THE CLINICAL STUDY OF GOSSYPOL AS MALE ANTIFERTITY DRUG,
1985).

Um estudo com cabras, East al, (1994) aponta uma aparente toxicose
induzida por gossipol em cabras alimentadas comhimrde semente de algoddo. Os
sinais clinicos primarios foram edema e enrijecitme&l® membros, edema abdominal, e
anorexia. A necropsia revelou edema subcutaneorajeaelo, necrose centrolobular
aguda no figado e fibrose miocardica, consisteate o toxicose por gossipol. Esse
estudo indica que cabras sdo mais susceptiveef@itss do gossipol que bovinos.

Em animais de laboratério, varios estudos de domestidas tém demonstrado
que o uso continuo de gossipol reduz o ganho de pecentual e a ocorréncia de
mortes durante o tratamento. Saksenal, (1981) avaliaram em coelhos os efeitos do
uso continuo de diferentes dosagens via oral dsigms Os machos eram alimentados
diariamente com 80, 40 ou 20 mg/kg e os animaigeram 8-17, 23-35 ou 35-84 dias
respectivamente. Todos animais demonstraram peedapétite e massa corporal,
paralisia dos membros, dificuldades respiratorigsostracdo enquanto permaneciam
nas gaiolas. Na necropsia, figado e pulmdes estax@mestos e o0 estdbmago e
intestinos continham gazes. Por outro lado, anirgas receberam até 10 mg/dia de
gossipol sobreviveram de 77 até 250 dias de tratim©s animais que sobreviveram
mais tempo apresentaram reducdo significativa odugéio de testosterona, porém por
todo periodo permaneceram férteis.

Corroborando com o estudo supracitado, Heywoof§jLl8emonstrou perda de
ganho de peso em ratos que receberam doses dpajaksi25 mg/kg/dia. Também
ocorreram sinais clinicos envolvendo o trato diges que pode explicar em parte a
perda do ganho de peso corporal dos animais testadonsistentes mudangas

bioguimicas, como reducdo na concentracdo de pastgilasmaticas, célcio, fésforo
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inorganico e colesterol foram registrados em arsn@ue receberam a partir de
4mg/kg/dia. Nao foram percebidas alteracbes magics.

Weinbauert al, (1983) trataram ratos com diferentes dosesadiae gossipol
(doses baixas: 2,5; 5; 7,5; e doses altas: 15;30 eng/kg/dia). Os grupos controle
(placebo) obtiveram ganho de peso superior aoogrinptados com diferentes doses do
gossipol, sendo que essa perda no ganho de pestafoi nos grupos considerados
como doses altas.

O metabolismo de drogas pelo figado também é dafefeelo gossipol. Os
grupos de ratas fémeas receberam pela via subautéma dose de 15 mg/kg ou
30mg/kg por cinco dias consecutivos. As fémeasrgoeberam a dose de 15mg/kg/dia
tiveram os niveis de anilina hidroxilase, citroco”@50 e da vitamina B5 reduzidos
em 73%, 54% e 43% respetivamente, comparado cayrupss controle. Ja os animais
que receberam a dose de 30mg/kg/dia tiveram osisnide anilina hidroxilase,
citrocomo P-450 e da vitamina B5 reduzidos em 68%)% e 46% respectivamente
quando comparados com os controles. Esses resuliadcam que as alteracbes
hepéticas que ocorrem quando se utiliza gossipoh @bjetivo de uma acao
antifertilidade podem ser responsaveis pelos efedricos secundarios (JOHASEN &
MISRA, 1990).

Outro efeito téxico do gossipol encontrado narditiera € a hipocalemia. Em
1964 na China ocorreu uma hipocalemia generalieawlagrande parte da populacao
sem causa conhecida. Os sintomas eram fraquezaillamiseguida de paralisia flacida
dos membros com niveis de potassio no plasma ukizIApOS uma pesquisa
epidemiolégica completa, os investigadores coranaigue a incidéncia de hipocalemia
naqueles distritos estava relacionada com a w#zale 6leo de sementes de algodéo

para de cocgdo dos alimentos. Porém, as informali§igsniveis na literatura cientifica
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ocidental ndo podem confirmar o gossipol como cadsa hipocalemia. Os
pesquisadores desse caso concluem que deve hazeyuira causa além da utilizacdo
de gossipol para ter ocorrido essa hipocalemia &XCHANG, 1994)

Segundo Morris (1986) a incidéncia de efeitosddsino homem que faz 0 uso
do gossipol como contraceptivo € baixa, entretfadtiga, mudancas na libido, perda de
apetite e dores de cabeca tem sido relatadas. gedigmia, o efeito secundario mais
ameacador, ocorre em cerca de 10% dos homens gizanuto gossipol como
contraceptivo.

Qian et al, (1980) relatam casos de hipocalemia ou até ipardlacida dos
musculos ocasionados por hipocalemia podem ocdumante a utilizacdo de gossipol.
A ocorréncia de hipocalemia € muito maior em pdeftratados com gossipol do que
0S gue nao recebem o tratamento, sugerindo queselsstncia deva ser a causa dessa

hipocalemia.

2.4 Intoxicacao natural e experimental poiGossypium herbaceum

Um caso relatado por Hudsenhal (1988) demonstra a toxicidade de cascas de
semente de algoddo. Um rebanho de terneiros qamfalimentados pelo proprietario
com esse subproduto da lavoura algodoeira apresedispnéia e morte, com pouca
sintomatologia. No exame de um dos animais reptaséo o rebanho foi identificada
efusdo pleural e peritoneal, além de baixa condigjporal. O animal ndo respondia ao
tratamento de suporte. Na necropsia, observoulls& ¢ardiaca congestiva como causa
da morte.

Com caninos, Pattoet al (1985) estudaram dois animais do mesmo canil, que
foram alimentados diariamente com farinha de sessafe algodao. A toxicose causada

pelo gossipol nesses casos causou marcadas amtaueslina contratilidade das fibras
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miocardicas. Apesar da falha cardiaca, um dos asitimna o coracdo minimamente
dilatado, como ficou revelado numa radiografia ¢m@& Coagulopatia intravascular
disseminada também foi diagnosticada nesse céao.

Outro caso com seis caes intoxicados acidentathwrh sementes de algodéo
nao mostrou nenhuma alteracdo clinica significatimées da morte. Na necropsia,
apresentaram moderada ascite. O exame histopaologevelou degeneracéo
miocéardica multifocal e necrose, severo edema puéme congestao passiva cronica
dos pulmdes, coracédo, figado e rins. As sementedgdeddo possuem 1.600mg/kg de

gossipol livre, uma concentracéo considerada t@aca monogastricos (UZAL, 2005)
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Medicamnto Fitoterapico

a) Fabricante, Amostra e Composi¢éo

O medicamento fitoterapico “Tintura de Algodoeir@an@erf” utilizado nos
experimentos foi fornecido pelo Laboratorio Cangsab lote n° 1607008 (fabricado
em julho de 2005, com validade de trés anos) sdispensado o registro no Ministério
da Saude. O responsavel técnico do laboratério FFarmacéutico Marco Anténio
Cangeri com registro no Conselho Regional de Fams@b 0 nimero 5344,

O fitoterapico “Tintura de Algodoeiro Cang®i apresenta a seguinte

composicao:
Extrato fluido deGossypium herbaceum...........cccccceeeeiiiiiiiiiiiicieeeee. (0,2 9)
AV =T (o (o o R o F PSPPI 1mi

De acordo com o fabricante, o veiculo é compost@tdnol e agua destilada,
sendo que a graduacéao alcodlica do produto depgisahto € de 40° GL.

A parte da planta utilizada € a raiz. As matépasias vegetais envolvidas na
elaboracdo do fitoterapico sdo provenientes da fitag® do produto. Também é
adquirida de producdes de diferentes estados dsilBpincipalmente no norte e
nordeste, fornecido pelas empresas Santosfloraiddde de Sdo Paulo-SP e Sanrisil,

da mesma cidade e estado.

b) IndicacOes terapéuticas, posologia e contra-inch¢gbes

O medicamento fitoterapico “Tintura de Alagodoei@@nger?” segundo o
fabricante é indicado para combater a amenorréEneanhorréia, astenia sexual,
impoténcia sexual e frigidez. Também é indicadotreoinflamacdes e hemorragias
uterinas. E considerado um anticonceptivo mascudiraumenta a producdo de leite

materno.

3.2 Animais

Foram utilizados ratos albinos Wistar de ambosex®s com idade inicial de
90 dias, provenientes do Centro de Criacdo e Hxeetacdo de Animais de
Laboratério da UFRGS (CREAL). Os animais foram nu# no Biotério Setorial do

Departamento de Farmacologia do Instituto de Cé#nBidsicas da Saude (ICBS), com
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condi¢cbes constantes de umidade, temperatura (229 ciclo de luz claro/escuro de
12 horas (das 7 as 19 horas). Foram alimentadosrag@o comercial Nuvilab CR 1

(Nuvital Colombo/ PR lote 105) e agad libitumdurante todo o periodo experimental.

3.3 Protocolo Experimental (baseado na resolucdo n°® 90, de marco de 2004 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA).

3.4 Experimento — Determinacédo da toxicidade oral@doses repetidas

a) Tratamento e grupos experimentais

Grupo GDT: 20 ratos, sendo 10 fémeas e 10 machamdos diariamente
durante um més (30 dias), por via oral com auxiéisonda gastrica flexivel, recebendo
a dose total diaria recomendada para seres hunaaiuttes de 0,4 ml/kg, completada
com veiculo para proporcionar um volume de 4 midogno nos demais grupos.

Grupo G5X: 20 ratos, sendo 10 fémeas e 10 machasdos diariamente,
durante um més (30 dias) por via oral com auxidisdnda gastrica flexivel, recebendo
a dose 5 vezes maior que a dose total diaria rewende para seres humanos adultos de
2 ml/kg, completada com veiculo para proporciomar wolume de 4 ml/kg.

Grupo G10X: 20 ratos, sendo 10 fémeas e 10 madraiados diariamente,
durante um més (30 dias) por via oral com auxidisdnda gastrica flexivel, recebendo
dose 10 vezes maior que a dose total diaria recdal@npara seres humanos adultos de
4ml/kg.

Grupo GC (controle): 20 ratos, sendo 10 fémeas emHghos, tratados
diariamente, durante um més (30 dias), por via, @@ auxilio de sonda gastrica
flexivel, recebendo a dose total diaria de 4ml/&gyséiculo.

Durante o periodo experimental, os animais dos upay foram mantidos
individualmente em caixas plasticas (29 cm x 1Zch@ cm) com maravalha limpa.

b) Coleta de sangue e eutanasia dos animais

Todos animais, machos e fémeas de todos os grapds,o término dos 30 dias
de tratamento foram previamente anestesiados coetil?¢associacéo de cloridrato de
tiletamina e cloridrato de zolazepam) pela viaaimuscular na dose de 50 mg/kg.

A pele e a parede abdominal foram incisadas, oedpraecedeu a coleta de

sangue da veia cava caudal para posterior andl@@am coletadas aleatoriamente
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amostras de sangue de 10 animais (5 amostras deosnacs amostras de fémeas) e
acondicionadas em tubos com e sem anticoagulantelUme de sangue coletado foi
suficiente para a realizacao das analises.

Apos a coleta de sangue, todos os animais foraama&sidos por decapitacdo e
entdo se procedeu a necropsia de todos (naqueleonve coleta de sangue e nos que
nao houve coleta).

Na necropsia todos os orgaos foram observados stagicamente. Figado,
rins, pulmao, coracao, es6fago, estbmago, integhdacreas, baco, adrenais, tiredide e
orgaos sexuais foram retirados de cada um dos enima

Cada um dos orgdos foi dissecado e pesado indiménte em balanca
analitica. Estbmago e vesicula seminal e inte$tiramm esvaziados antes da pesagem.

Todos os orgaos retirados dos animais foram acomadidos em solucédo de
formalina tamponada. Os 6rgaos dos animais de toslagupos foram enviados para
analise histopatolégica. Apos fixagdo em formolrafio embebidos em parafina,
seccionados em 3 um. Os fragmentos foram montadwe £mina, fixados com xilol,
corados com hematoxilina/eosina e observados emosoi@pio Optico com aumentos
de 40, 199 e 400 vezes. A analise histopatologitardalizada no laboratério de
Patologia Veterinaria, do Departamento de Medichw@imal, da Faculdade de
Veterinaria da UFRGS, tendo como responsavel eBsof Dr. David Dreimeier.

C) Exames Complementares

Foram realizados hemograma completo e analise inncga de sangue (sodio,
potdssio, gama-glutamiltranspeptidades, aminoteaasés, fosfatase alcalina, uréia,
creatinina, acido Urico, colesterol total, triglickeos, glicose, proteinas totais e
bilirrubina total). As respectivas andlises foraalizadas no Laboratorio Veterinario de
Andlises Clinicas Ltda — Petlab, situado a rua @scar Bittecourt, n® 154 Bairro
Menino Deus, Porto Alegre, tendo como respons&ehica a Médica Veterinaria
Méarcia Regina Oliveira Cordeiro.

Para a andlise bioquimica sangiinea foram utilzakits para dosagens
bioquimicas que utilizam metodologia cinética eodalétrca da marca Labtest. A
leitura ds resultados foi realizado utilizando @ratho espectofotométrico SB 190 da

marca Selm.

d) Variaveis avaliadas
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Em todos os grupos tratados com o fitoterapicamasemo no grupo controle,
avaliou-se a massa corporal diaria (g), consumodite racdo (g), consumo de diério
de agua (ml), analise macroscopica dos 6rgaos, rptgio/o (%) das visceras no dia do
sacrificio (figado, baco, rins, pulméo, coracad@fago, estbmago, intestino, pancreas,
adrenais, tiredide e érgdos sexuais), assim comavidiado o aparecimento de sinais
de toxicidade sistémica como perda de peso pragaessdiminuicdo da ingestédo de
agua e racao.

Exames complementares como analise histopatol@gisadrgdaos, hemograma

completo e analise bioquimica sanglinea foramzadis em todos 0s grupos.

3.4 Analise Estatistica

Os dados estatisticos foram avaliados estatistitgEmetilizando o teste de
andlise de variancia (ANOVA), analise de variardgamedidas repetidas (ANOVA de
MR) e teste de Bonferoni. Foi utilizado o progra®BSS para Windows 11.0 e
EXCEL. As variaveis quantitativas como desenvolvitoeponderal dos animais de
cada grupo, consumos de agua e de racdo foram raoiopaatravés de analise de
medidas repetidas.

As variaveis guantitativas como analise bioquiminassa relativa dos 6érgaos
de machos e de fémeas foram comparadas atravéslikeade varidncia de uma via
(ANOVA). Quando necessario efetuou-se pos-testeamderroni para identificacéo dos
grupos estatisticamente diferentes (CALLEGARI-JAG@JE004; RIOLA, 2003).

As diferencas foram consideradas significativasmgenmue p< 0,05, com nivel
de confianca de 95%
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4 RESULTADOS
4.1 Toxicidade de doses repetidas do fitoterapicantura de Algodoeiro Cangeri®

4.1.1 Desenvolvimento ponderal de ratos durante @ dias de tratamento

A Figura 3 mostra o ganho relativo de massa colgtfadia = 100%) durante
os 30 dias de tratamento, calculado a partir desaragdo diaria de massa corporal (g)
dos ratos tratados diariamente, por via oral corfitaderapico Tintura Algodoeiro
Cangeff com trés doses diferentes: Grupo GDT, Tintura Atgoro Cangeri® na dose
terapéutica (0,4ml.kY, Grupo G5X com dose cinco vezes a dose terapé@EX
(2ml.kg"), Grupo G10X com dose dez vezes a dose terapé(icakg') e um grupo
controle GC (4ml.kg) tratado com veiculo do fitoterapico. Verificou-gae houve
diferenca estatisticamente significativa entre GGDEI com relagdo a G5X e G10X, a
partir do décimo segundo dia de tratamento. Houpi wm animal no G10X no 14°
dia e no 28° dia de tratamento. Todos animais apatamento diario apresentavam

desorientacdo locomotora.
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FIGURA 3. Desenvolvimento ponderal de ratos (1° dial00%) tratados com o
fitoterapico Tintura Algodoeiro Cang&ricom trés doses diferentes: Grupo GDT na
dose terapéutica (0,4ml:Kg Grupo G5X com dose cinco vezes a dose terapéutic
(2ml.kgY), Grupo com dose dez vezes a dose terapéutica(4ddickg?’) e um grupo
controle GC (4ml.kd.dia) tratado com veiculo do fitoterapico. Os vedorepresentam

a média relativa dos animais por grupo (n=10).

* Bbito (14° e 28° dia de tratamento)
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4.1.2 Consumo de ragéo de ratos durante os 30 dides tratamento

A Figura 4 mostra o consumo de racao (g) em relacamassa corporal (%),
avaliado durante os 30 dias do tratamento. O calimilefetuado a partir do consumo
diario de racéo (g), relacionando a massa cormhdaia (g) dos ratos machos tratados
por via oral com o fitoterapico Tintura de AlgodweiCangeff com trés doses
diferentes GDT (0,4ml.kY, G5X (2ml.kg"), G10X (4ml.kg") e um grupo controle GC
(4ml.kg") tratado com veiculo do fitoterapico. No 25° déatchtamento, houve um erro
na afericdo do consumo do GDT. Verificou-se quevhooscilagdes no consumo de

racdo nos diferentes grupos, sem significancidistta.
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FIGURA 4. Consumo percentual de racao (%) em relacénassa corporal dos ratos
machos tratados com o fitoterapico Tintura AlgodweCangefi com trés doses
diferentes: Grupo GDT na dose terapéutica (0,4m),kGrupo G5X com dose cinco
vezes a dose terapéutica G5X (2mifkgGrupo G10X com dose dez vezes a dose
terapéutica (4ml.K§ e um grupo controle GC (4ml.Kp tratado com veiculo do
fitoterapico. Os valores representam a média v@latos animais por grupo (n=10).
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4.1.3 Consumo de 4gua de ratos machos durante osd3@s de tratamento continuo

A Figura 5 mostra o consumo de agua (ml) em relacéwassa corporal (%),
avaliado durante os 30 dias do tratamento. O calimulefetuado a partir do consumo
diario de agua (ml), relacionando a massa corpbéaia (g) dos ratos machos tratados
por via oral com o fitoterapico Tintura de AlgodweiCangeff com trés doses
diferentes GDT (0,4ml.kY, G5X (2ml.kg"), G10X (4ml.kg") e um grupo controle GC
(4ml.kg") tratado com veiculo do fitoterapico. No 19° dia @latamento, houve
vazamento das garrafas de agua, atrapalhando igdafeto real consumo do grupo
controle. Verificou-se que houve oscila¢cdes no eorsde agua nos diferentes grupos,

sem significancia estatistica.
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FIGURA 5. Consumo percentual de 4gua (%) em relac&massa corporal dos ratos
machos tratados com o fitoterapico Tintura AlgodmeCangef! com trés doses
diferentes: Grupo GDT na dose terapéutica (0,4m),kGrupo G5X com dose cinco
vezes a dose terapéutica (2mtkgGrupo G10X com dose dez vezes a dose terapéutica
(4ml.kg") e um grupo controle GC (4ml.Rptratado com veiculo do fitoterapico. Os
valores representam a média relativa dos animaigrppo (n=10).
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4.2.1 Desenvolvimento ponderal de ratas durante @ dias de tratamento

A Figura 6 mostra o ganho relativo de massa colgfadia = 100%) durante
os 30 dias de tratamento, calculado a partir desaragdo diaria de massa corporal (g)
das ratas tratadas diariamente, por via oral cofitoterapico Tintura Algodoeiro
Canger? com trés doses diferentes: Grupo GDT na dose @efigp (0,4 ml.kd),
Grupo G5X com dose cinco vezes a dose terapé@inbkg), Grupo G10X com dose
dez vezes a dose terapéutica (4mt)kg um grupo controle GC (4ml.Kytratado com
veiculo do fitoterapico. Verificou-se que houveediinca estatisticamente significativa
entre CG e GDT com relagédo a G5X e G10X, a padiodavo dia de tratamento.
Houve um 6bito do G5X no dia 9 do tratamento eciblgitos no grupo G10X, nos dias
10, 13, 14, 16 e 17 de tratamento. ApOs o tratameinido grupo apresentava

dificuldade locomotora.

—=— GC GDT —*—G5X —— G10X

Massa
corporal
(1°ia=100%)
11

110+
105+

100+

951

90 +— —— —— —————— —— :
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29
Dias de tratamento

FIGURA 6. Desenvolvimento ponderal de ratas (1° didl00%) tratadas com o
fitoterapico Tintura Algodoeiro Cang&ricom trés doses diferentes: Grupo na dose
terapéutica GDT (0,4ml.KY, Grupo com dose cinco vezes a dose terapéutica G5
(2ml.kg"), Grupo G10X com dose dez vezes a dose terap&dticiekg’) e um grupo
controle GC (4ml.kg) tratado com veiculo do fitoterapico. Os valorepresentam a
média relativa dos animais por grupo (n=10).

* 6bitos



35

4.2.2 Consumo de racgéo de ratas durante os 30 dies tratamento

A Figura 7 mostra o consumo de racao (g) de ratasetacdo a massa corporal
(%), avaliado durante os 30 dias do tratamento.afouto foi efetuado a partir do
consumo diario de ragéo (g), relacionando a mamge@l diaria (g) das ratas tratadas
por via oral com o fitoterapico Tintura Algodoei@anger? com trés doses diferentes:
Grupo GDT na dose terapéutica (0,4mfkgGrupo G5X com dose cinco vezes a dose
terapéutica (2ml.Kg), Grupo G10X com dose dez vezes a dose terap&dtivakg?) e
um grupo controle GC (4ml.ky tratado com veiculo do fitoterapico. Verificou-gee
houve oscilagbes no consumo de racdo nos diferegngsos, sem significancia
estatistica.

—&— Grupo Controle Grupo Terapéutico —xX— Grupo 5 x —e— Grupo 10 %

14 -

Consumo de ragéo (%)

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29

Dias de tratamento

FIGURA 7. Consumo percentual de racédo (%) em rela@nassa corporal das ratas
fémeas tratadas com o fitoterapico Tintura AlgodpeCangeff com trés doses
diferentes: Grupo GDT na dose terapéutica (0,4m),kGrupo G5X com dose cinco
vezes a dose terapéutica (2mfkgGrupo G10X com dose dez vezes a dose
terapéutica (4 ml.kY e um grupo controle GC (4mlRy tratado com veiculo do
fitoterapico. Os valores representam a média v@latos animais por grupo (n=10).
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4.2.3 Consumo de agua de ratas durante os 30 dias ttatamento

A Figura 8 mostra o consumo de agua (ml) em relacéwassa corporal (%),
avaliado durante os 30 dias do tratamento. O calimulefetuado a partir do consumo
diario de agua (ml), relacionando a massa corpbéala (g) das ratas tratadas por via
oral com o fitoterapico Tintura Algodoeiro Can§ecom trés doses diferentes: Grupo
GDT na dose terapéutica (0,4migGrupo G5X com dose cinco vezes superior a
dose terapéutica (2ml.Rjy Grupo G10X com dose dez vezes a dose terapéutica
(4ml.kg') e um grupo controle GC (4mlRy tratado com veiculo do fitoterapico.
Verificou-se que houve oscilagbes no consumo dea &ms diferentes grupos, sem

significancia estatistica.

—= GC GDT _x_ gs5x —«— G10X

30+
Consumo
de agua

(%) 25

20 1

151

10 1

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29

Dias de tratamento

FIGURA 8. Consumo percentual de agua (%) em relacé&wassa corporal das ratas
tratadas com o fitoterapico Tintura Algodoeiro Cerify com trés doses diferentes:
Grupo GDT na dose terapéutica (0,4mi-kgGrupo G5X com dose cinco vezes a dose
terapéutica (2ml.Kg), Grupo G10X com dose dez vezes a dose terap&dtivakg?) e

um grupo controle GC (4ml.Ky tratado com veiculo do fitoterapico. Os valores
representam a media relativa dos animais por gngpb0).
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4.3 Massa relativa e histopatologia dos 6rgaos dos

O fitoterapico Tintura de Algodoeiro Candealterou de forma significativa a
massa relativa dos 6rgaos (%) dos ratos tratadwsti&s diferentes doses diferentes
GDT (0,4ml.kg"), G5X (2ml.kg"), G10X (4ml.kg") em comparacdo com o grupo
controle GC (4ml.kg) tratado com veiculo do fitoterapico (Tabela 1)aAdlise de
variancia de uma via (ANOVA) para todos os animaeados por grupo foi
respectivamente: tiredide esquerda (p= 0,96), itleedireita (p= 0,23) , es6fago (p <
0,01**), estbmago (p < 0,01**), pancreas (p < 0 91figado (p= 0,054), intestinos (p
= 0,17), coracéo (p= 0,16), pulmdes (p = 0,06)0bgc< 0,01**), rim esquerdo (p=
0,018*), rim direito (p= 0,027*), adrenal esquernga< 0,01**), adrenal direita (p=
0,45), testiculo esquerdo (p < 0,01**), testicuieitb (p < 0,01**), vesicula seminal
(p= 0,022%), préstata (p < 0,01**).

TABELA 1: Massa relativa dos 6rgaos dos ratos madhatados durante 30 dias com
fitoterapico Tintura de Algodoeiro Candedom trés diferentes doses GDT (0,4 mil.kg
Y, G5X (2 ml.kgh), G10X (4 ml.kg") e um grupo controle GC (4mlRytratado com
veiculo do fitoterapico. S&o mostrados valoresguet@is médios + epm.

Massa relativa GC GDT G5X G10X
dos 6rgéaos (%) (n=10) (n=10) (n=10) (n=8)
Tireoide 0,005+0,001  0,005+0,001  0,005+0,0005  0,005+0,002
esquerda

Tireodide direita  0,006+0,001  0,006+0,001 0,004+8,00 0,004+0,002
Esdfago 0,046+0,00% 0,044+0,008  0,030+0,008 0,076+0,00%
Estémago 0,997+0,164 0,803+0,038 0,633+0,008  0,542+0,030
Pancreas 0,120+0,016 0,084+0,008  0,164+0,0283 0,145+0,010
Figado 4,048+0,218  3,963+0,180  4,118+0,135 3,45@¥D,
Intestinos 8,198+0,553 8,116+0,403 7,545+0,154 H0/252
Coracao 0,325+0,009  0,335+0,018 0,305+0,009  0,3QDN
Pulmdes 0,540+0,015  0,613+0,034  0,538+0,023  0,50260
Baco 0,281+0,01® 0,322+0,018 0,271+0,014 0,168+0,010
Rim Esquerdo 0,386+0,088 0,349+0,013° 0,333+0,012° 0,321+0,017
Rim Direito 0,393+0,014 0,380+0,01¢ 0,355+0,01f° 0,313+0,026
Adrenal 0,014+0,00f 0,015+0,00f# 0,009+0,00f 0,016+0,00F
Esquerda

Adrenal Direita ~ 0,012+0,001  0,013+0,001 0,012+0,001 0,015+0,001
Testiculo 0,890+0,049 0,871+0,043 0,503+0,018 0,507+0,018
esquerdo

Testiculo direito  0,863+0,042 0,899+0,05¢  0,490+0,018  0,497+0,017
Vesicula 0,267+0,03¢ 0,190+0,012 0,257+0,01¢ 0,202+0,013°
Seminal

Préstata 0,195+0,0%7 0,293+0,027 0,226+0,014° 0,105+0,014

Letras diferentes na mesma linha representam difare estatisticamente significativas
(p <0,05)
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Com relagdo aos exames anatomo-patoldgicos dos, fat@am observados casos de
congestao hepatica em grau variavel, vacuolizagdbepatocitos, congestédo renal e
pneumonia intersticial de grau variavel nos difegengrupos experimentais. Houve
Obito de 2 ratos do grupo G10X durante o periodératamento. Apds o tratamento,
todo grupo apresentava dificuldade locomotora.

4.4 Massa relativa e histopatologia dos 6rgaos destas

O fitoterapico Tintura de Algodoeifoalterou de forma significativa a massa
relativa dos érgdos (%) das ratas tratadas comdiféentes doses diferentes GDT
(0,4ml.kg"), G5X (2ml.kg"), G10X (4ml.kg") em comparacdo com o grupo controle
GC (4ml.kg") tratado com veiculo do fitoterapico (Tabela 2)arélise de variancia de
uma via (ANOVA) para todos os animais tratados garpo foi respectivamente:
tiredide esquerda (p= 0,06), tiredide direita (p&6d , esdfago (p = 0,19), estbmago (p
< 0,79), pancreas (p < 0,01*), figado (p < 0,01%ftestinos (p < 0,01**), coracéo (p=
0,29), pulmdes (p = 0,74), baco (p < 0,01**), risgeerdo (p= 0,33), rim direito (p=
0,77), adrenal esquerda (p = 0,055), adrenal dirg@t 0,06), ovario esquerdo (p =
0,42), ovério direito (p = 0,08), utero (p= 0,14).
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TABELA 2: Massa relativa dos 6rgaos das ratas detadurante 30 dias com
fitoterapico Tintura de Algodoeiro Candedom trés diferentes doses GDT (0,4 nil.kg
Y, G5X (2ml.kgh), G10X (4ml.kg") e um grupo controle GC (4mlRytratado com

veiculo do fitoterapico. S&o mostrados valoresguér@is médios + epm.

Massa relativa GC GDT G5X G10X

dos 6rgéaos (%) (n=10) (n=10) (n=9) (n=4)
Tireoide 0,005+0,001  0,006+0,0004  0,004+0,0005  0,007+0,0003
Esquerda

Tiredide Direita  0,005+0,001  0,006+0,003 0,004+0,00 0,007+0,000
Esofago 0,072+0,012  0,077+0,003 0,071+0,016 0,118
Estdmago 0,885+0,078  0,847+0,043 0,885+0,063 00858
Pancreas 0,171+0,035 0,149+0,016  0,121+0,03¢  0,318+0,040
Figado 4,570+0,192 3,719+0,103  3,992+0,133  3,783+0,15F
Intestinos 9,660+0,444 8,855+0,218  8,534+0,218  8,064+0,288
Coracéo 0,398+0,038  0,343+0,011 0,339+0,017 0,340
Pulmées 0,889+0,265  0,680+0,028 0,739+0,035 0,68260
Baco 0,314+0,01% 0,326+0,023 0,313+0,01%  0,224+0,012
Rim Esquerdo  0,400+0,020  0,357+0,021 0,362+0,011 363*0,283
Rim Direito 0,402+0,018  0,399+0,022 0,387+0,014 70:0,014
Adrenal 0,032+0,006  0,022+0,007 0,019+0,002 0,032+0,004
Esquerda

Adrenal Direita  0,029+0,004  0,023+0,001 0,019+0,002 0,033+0,001
Ovério 0,051+0,007  0,055+0,024 0,023+0,004 0,034+0,001
Esquerdo

Ovério Direito  0,053+0,014  0,025+0,001 0,025+0,004 0,036+0,001
Utero 0,328+0,033  0,289+0,020 0,218+0,036 0,2756,0

Letras diferentes na mesma linha representam difane estatisticamente significativas
(p <0,05)

Com relacéo aos exames anatomo-patologicos das fatam observados casos
de congestdo hepatica em grau variavel, vacuolbizdezhepatocitos, congestéao renal e
pneumonia intersticial de grau variavel nos difegengrupos experimentais. Houve
Obito de 1 rata do grupo G5X e 6 Obitos de ratagrdpo G10X durante o periodo de

tratamento.
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4.5 Avaliagdo bioquimica sangtinea dos ratos

A Tabela 3 mostra a média dos valores bioquimiengsineos absolutos dos
ratos tratados com o fitoterapico Tintura Algodoei€angeff com trés doses
diferentes: Grupol na dose terapéutica (GDT) (Qkgn), Grupo 2 com dose cinco
vezes superior a dose terapéutica (G5X) (2rit)kGrupo 3 com dose dez vezes a dose
terapéutica (G10X) (4ml.KY e um grupo controle GC (4mlRptratado com veiculo
do fitoterapico. A analise de variancia (ANOVA) aaodos os animais tratados por
grupo foi respectivamente: acido urico (p = 0,ADT (p < 0,01**), AST (p = 0,054),
bilirrubina total (p < 0,01**), creatinina (p < @,&), proteinas totais (p < 0,01**),
triglicerideos (p = 0,018%*), colesterol total (p0s01**), fosfatase alcalina (p = 0,06),
glicose (p = 0,04*), potassio (p = 0,33), sodic(f,01**), uréia (p < 0,01**), GGT (p
=0,23).
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TABELA 3: Niveis séricos da atividade do é&cido aricALT, AST, bilirrubina,
creatinina, proteinas totais, triglicerideos, deles total, FA, glicose, potassio, sédio,
uréia e GGT em ratos tratados com fitoterapicoufinte Algodoeiro Cangé&ricom
trés diferentes doses GDT (0,4 mIgG5X (2ml.kg"), G10X (4ml.kg") e um grupo
controle GC (4ml.kg) tratado com veiculo do fitoterapico. Dados expwepela média
absoluta (valores bioquimicos) + epm, n = 5 anirparsgrupo.

Variaveis GC GDT G5X G10X
Acido. Urico 2,16+0,52 2,62+0,58 2,68+0,49 2,08+0,24
(mg/dl)

ALT (UN) 45564550 52,28+2.6F 68,42+6,4% 132,5+28,19
AST (U/l) 92,92+9,88 133,24+5,40  180,3+10,4 253,02+76,12
Bilirrubina.total 0,172+0,02 0,375+0,0® 0,124+0,0F 0,262+0,0%
(mg/dl)

Creatinina (mg/dl)  0,536+0,03  0,596+0,03 0,750+0,03  0,912+0,0%
Proteinas. totais ~ 5,972+0,1° 5,704+0,16 6,076+0,1  6,58+0,25

(Tgr/ig:i)cerideos 87,2+10,4¢ 107,8+16,18 68,2+8,74  145,0+22,7f
E:n(])?e/g![)erol total 56,8+3,95' 55,8+4,77 51,8+3,85' 77,0+4,98
(mg/dl)

FA (U/l) 152,6+13,07 144,6+20,89  166,8+22,86 161,6+10,85
Glicose (mg/dl) 140,4+15,7% 102,6+10,64 140,4+8,5F  143,8+4,3F
Potassio (mEqg/l) 5,36%0,57 5,18+0,38 6,74+1,09 6,24+0,37
Saédio (mEg/l) 143,0+1,558 154,641,584 142,6+1,57 138,8+0,37
Uréia (mg/dl) 50,87+0,58  43,76+1,583 50,75+1,99 38,37+1,16
GGT (U/l) 2,6+0,51 2,0+0,45 1,2+0,2 4,0£1,76

Letras diferentes na mesma linha representam difare estatisticamente significativas
(p <0,05)

4.6 Avaliagdo hematoldgica dos ratos

A Tabela 4 mostra o quadro hematolégico dos ratdados com o fitoterapico
Tintura Algodoeiro Cangéticom trés doses diferentes: Grupol na dose tefapéut
(GDT) (0,4ml.kg"), Grupo 2 com dose cinco vezes superior a dospaatica (G5X)
(2ml.kgY), Grupo 3 com dose dez vezes a dose terapéutib@X)34 ml.kg") e um
grupo controle GC (4ml.kY tratado com veiculo do fitoterapico. Verificou-gee,

exceto CHGH, todas as demais variaveis diferirairears grupos.
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TABELA 4: Valores médios (x erro padrdo da médi@)driaveis sanglineas em ratos
tratados com fitoterapico Tintura de Algodoeiro com trés diferentes doses
GDT (0,4ml.kg"), G5X (2ml.kg"), G10X (4ml.kg") e um grupo controle GC (4ml.Ry
tratado com veiculo do fitoterapico. N = 5 aninais grupo.

Variavel GC GDT G5X G10X

Eritrocitos 8,236+0,26  6,246+0,2F 7,685+0,24 7,376x0,29
(milhdes/mma3)
Hemoglobina (g/%) 15,47+0,55 13,46+0,3% 15,47+0,28 15,47+0,7¢

Hematdcrito (%) 45,0+1,18  40,6+1,56° 38,75+1,1F 422+1,7FP°
VGM 54,69+0,6% 65,02+1,4F 50,56+1,98 57,25+1,3%
CHGM 34,35+0,56  33,23+0,67  35,06+0,36  34,42+0,77

Valores de p calculados: eritrécitos (p < 0,01*H)emoglobina (p < 0,045%),
hematocrito (p = 0,042*), VGM (p < 0,01**), CHGM §&0,6)

Letras diferentes na mesma linha representam difare estatisticamente significativas
(p <0,05)

Contagem global de leucécitos e percentual denéfilsis mostrou diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos. Nemais variaveis estudadas, ndo

foram observadas diferencas estatisticamente migtivfas (Tablela 5).
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TABELA 5: Valores médios de leucograma (+ erro padda média) em ratos tratados
com fitoterapico Tintura de Algodoeiro Can{ertom trés diferentes doses GDT

(0,4ml.kg"), G5X (2ml.kg"), G10X (4ml.kg") e um grupo controle GC (4ml.Ry
tratado com veiculo do fitoterapico. N = 5 aninas grupo.

Variaveis GC GDT G5X G10X
Leucocitos/mm 8540+574,F 4260+294,2 6025+759,8 5220+587,7°
Neutréfilos 0 0 0 0
bastonados (%)

Neutréfilos 22,6+2,6 37,0+4,9 22,6+5,92 22,6+4,83
segmentados (%)

Eosinéfilos (%) 1,440,242 0,620,4° 0,50,29 1,840,427
Basoéfilos (%) 0,4+0,24 0,2+0,2 0,25+0,25 0
Linfocitos (%) 712,77 59,8+4,24 61,75+0,65 68,215,28
Mondcitos (%) 4,6+1,12 2,4+0,9 1,5+0,65 3,0+0,61

Valores de p calculados: leucdcitos (p < 0,01*guimoéfilos segmentados (p = 0,09),
eosinofilos (p = 0,045*), basofilos (p = 0,54),féoitos (p = 0,27), mondcitos (p =
0,12).

Letras diferentes na mesma linha representam difane estatisticamente significativas
(p <0,05)
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A Tabela 6 mostra a média dos valores bioquimsargjuineos absolutos das

ratas tratadas com o fitoterapico Tintura Algodm@gangef? com trés doses diferentes:

Grupol na dose terapéutica (GDT) (0,4 mbkgGrupo 2 com dose cinco vezes

superior a dose terapéutica (G5X) (2 mif-kgGrupo 3 com dose dez vezes a dose

terapéutica (G10X) (4 ml.k§ e um grupo controle GC (4ml.Rptratado com veiculo

do fitoterapico. Verificou-se que nédo houve dife@eestatisticamente significativa das

variaveis analisadas entre os grupos.

TABELA 6: Niveis séricos da atividade do &cido dricALT, AST, bilirrubina,

creatinina, proteinas totais, triglicerideos, delles total, FA, glicose, potassio, sédio,

uréia e GGT em ratas tratadas com fitoterapicoufantle Algodoeiro Cangé&ricom
trés diferentes doses GDT (0,4 mifkgG5X (2ml.kg"), G10X (4ml.kg") e um grupo
controle GC (4ml.kg) tratado com veiculo do fitoterapico. Dados expwepela média

absoluta (valores bioquimicos) £ epm, n = 5 anirpaisgrupo.

Variaveis GC GDT G5X G10X
Acido drico (mg/dl) 2,1+0,32 1,48+0,4 2,14+0,44 #

ALT (U/l) 47,02+4,4 54,7846,60 61,6+17,5 36,95+6,09
AST (U/l) 90,94+6,15 166,36+22,49 287,7+116,5 71,85+22,9
Bilirrubina total (mg/dl) 0,27+0,04 0,28+0,04 0,102+0,01 0,24+0,02
Creatinina (mg/dl) 0,722+0,05 0,652+0,03 0,752+0,05 0,512+0,03
Proteinas totais (g/dl) 5,778+0,24 5,874+0,18 7,146+0,29  5,725+0,19
Triglicerideos (mg/dl)  51,4+3,85 74,0+17,51 49,0+15,33  44,0+17,16
Colesterol total (mg/dl) 51,4+3,37 56,0+1,34 53,815,09 51,5+2,25
FA (U/) 138,4+23,3 80,8+12,56 117,4+30,15 38,0+10,78
Glicose (mg/dl) 17544,15 105+6,02 112,245,75  160,5%8,11
Potassio (mEg/l) 6,52+0,56 4,06+0,40 6,28+0,97 5,02+1,18
Sadio (mEg/l) 142,4+0,40 155,4+1,33 143,6+£0,98  139,0+1,15
Uréia (mg/dl) 52,28+1,73 40,28+2,91 51,39+5,50  26,48%2,72
GGT (U/l) 1,4+0,40 2,6+0,40 2,6+0,93 3,0+0,71

# Valor ndo determinado

4.8 Avaliagdo hematoldgica das ratas
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A Tabela 7 mostra o quadro hematolégico das teddasdas com o fitoterapico
Tintura Algodoeiro Cangéticom trés doses diferentes: Grupol na dose tefapéut
(GDT) (0,4ml.kg"), Grupo 2 com dose cinco vezes superior a dospéatica (G5X)
(2ml.kg"), Grupo 3 com dose dez vezes a dose terapéutit@X)x4ml.kg") e um
grupo controle GC (4ml.kY tratado com veiculo do fitoterapico. Verificou-gee,
exceto CHGH, todas as demais variaveis diferiratrees grupos.

TABELA 7: Valores médios (z+ erro padrdo da média)vdriaveis sangiiineas em ratas
tratadas com fitoterapico Tintura de Algodoeiro com trés diferentes doses
GDT (0,4ml.kg"), G5X (2ml.kg"), G10X (4ml.kg") e um grupo controle GC (4ml.ky
tratado com veiculo do fitoterapico. N = 5 aninais grupo.

Variavel GC GDT G5X G10X

Eritrocitos 7,738+0,17 5,460+0,8F 6,992+0,12 6,557+0,12
(milhdes/mnd)
Hemoglobina (g/%) 14,25+0,48 12,24+0,22 12,22+0,43 13,57+0,32°

Hematdcrito (%) 42.8+0,7% 37,840,738 35,640,799  40,25+0,8%
VGM 55,38+1,18 69,32+1,9% 50,91+0,48 61,40+1,18
CHGM 33,27+0,74  32,38+0,29  34,28+0,56  33,72+0,38

Valores de p calculados: eritrocitos (p < 0,01t#@moglobina (p < 0,03*), hematdcrito
(p <0,01**), VGM (p < 0,01**), CHGM (p = 0,11)

Letras diferentes na mesma linha representam difare estatisticamente significativas
(p <0,05)

A contagem global de leucdcitos mostrou difereggtatisticamente significativa
entre os grupos de ratas de GC e G5X em compacagadsDT e G10X. Diferencas
significativas também foram observadas na varipestentual de linfocitos. (Tabela 8).
Nas demais variaveis estudadas, ndo foram obserdiflerencas estatisticamente

significativas.
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TABELA 8: Valores médios de leucograma (z erro gadda média) em ratas tratadas
com fitoterapico Tintura de Algodoeiro Canderiom trés diferentes doses GDT
(0,4ml.kg"), G5X (2ml.kg"), G10X (4ml.kg") e um grupo controle GC (4ml.Ry
tratado com veiculo do fitoterapico. N = 5 aninas grupo.

Variaveis GC GDT G5X G10X

Contagem global

de leucocitos 7800+1280,6 3580+482,07 5100+741,62 4125+278,0F

(mm’)

Neutrofilos 0 0 0 0
bastonados (%)

Neutrofilos 25,4+£3,04 35,614,64 40,4%4,30 26,7+4,75
segmentados (%)

Eosindfilos (%) 1,2+0,58 0,8+0,37 2,8+1,50 1,25+0,25
Basofilos (%) 0,4+0,24 0,2+0,2 0 0
Linfécitos (%) 71,0+2,83 62,8+4,53° 56,0+2,90 70,5+4,87
Mondcitos (%) 2,0+0,71 0,8+0,37 0,8+0,37 1,5+1,19

Valores de p calculados: leucdcitos (p < 0,01*guimoéfilos segmentados (p = 0,06),
eosiofilos (p = 0,39), basofilos (p =0,306), lintés (p < 0,039*), mondcitos (p = 0,52).

Letras diferentes na mesma linha representam difane estatisticamente significativas
(p <0,05)
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5 DISCUSSAO

O presente trabalho mostra que a administracéia dié fitoterapico Tintura de
Algodoeiro Cangefi, por um periodo de 30 dias nas doses de 2ml ekgil.
desencadeou toxicidade sistémica em ratos e ratas.

O desenvolvimento ponderal dos machos e das féfoeaderior nos grupos
que receberam doses diarias de 2l ¢@&5X) e 4ml.kg (G10X) quando comparados
com machos e fémeas tratadas com o veiculo deerfijoto (GC) e com a dose
terapéutica de 0.4ml.Kg(GDT), sendo a diferenca significativa a partir diécimo
segundo dia nos machos e do oitavo dia de tratammexst fémeas. A diminuicdo do
ganho de massa corporal foi maior de acordo comneeato da dose do fitoterdpico
tanto nos machos quanto nas fémeas. Essa reducgantio de massa corporal em
relacdo ao grupo controle pode ser percebida ivelums animais tratados com a dose
terapéutica, tanto nos machos e nas fémeas. Nodbniatamento dos machos houve
um equilibrio entre o ganho de massa corporal do é&GDT. Esse padrdo de
desenvolvimento ponderal pode, indicar uma int@éoasistémica dose dependente.
Esses dados vao de encontro com os resultadososiior WEINBAUERet al,
(1983), que trataram ratos com diferentes dosemslide gossipol. Os resultados desse
estudo demonstraram que quanto maior a dose désaias menor era o ganho de
massa corporal dos animais.

Entre os machos, os animais dos grupos G5X e GHdXapresentaram ganho
de massa corporal como os grupos GC e GDT, sendooggrupo G10X findou o
tratamento com média de massa corporal inferiopraneiro dia de tratamento. Nos
machos do grupo G10X foram observados dois 6bitodecorrer do tratamento, sendo
um no décimo terceiro dia e outro no vigésimo setitia. Ja nas fémeas houve 6 Obitos
no grupo G10X, ocorridos respectivamente no oitammo, décimo segundo, décimo
terceiro, décimo quinto e décimo sexto dia de mnatato. As fémeas dos grupos GC e
GDT tiveram aumento de massa corporal apés triids de tratamento, ja 0s grupos
G5X e G10XT chegaram no trigésimo dia de tratameoto a massa corporal proximo
ao primeiro dia de tratamento.

No presente trabalho, podemos perceber que apmlsar machos terem
apresentado maiores alteragdes bioquimicas, heigatas e leucocitérias, as fémeas
tiveram maior nimero de oObitos, indicando que @&sets sdo mais susceptiveis ao
fitoterapico que os machos. Wt al, (1981), realizaram uma pesquisa procurando o

efeito da utilizacdo continua de gossipol sobrergdo enddcrina e a fertilidade de
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hamsters. Ao analisar os resultados perceberam cpmo as fémeas haviam
apresentado menor aumento ponderal de massa carpélEes devem ser mais
susceptiveis que os machos aos efeitos do gossipol.

Houve alteracédo significativa da massa de oOrgamss giupos GDT, G5X e
G10X, tanto em machos quanto em fémeas quando cadgzao grupo controle.
Juntamente com as alteragcdes do desenvolvimentdepncitados anteriormente,
podemos concluir que os efeitos toxicos ocorridodepn ser explicados, pelo menos
em parte, pela presenca do gossipol na plaotsypium herbaceur@onforme Abou-
Donia (1976), o gossipol € um pigmento amarelo a@réncia natural em plantas da
familia Malvacie, especialmente nas sementes dasgsd do génerGossypium sp
Segundo Coutinho (2000), o gossipol € um polifesmlado das sementes, caule e raiz
da planta do algodoeir@psypium herbaceumA substancia pura, na forma cristalina,
pode ser extraida com alcool aquecido.

Esse efeito sobre o desenvolvimento ponderal pedexplicado parcialmente
pelo consumo muito erratico de agua e racao, tamtanachos quanto em fémeas. O
consumo de racao e agua dos machos dos grupos GBX>¢ foi inferior aos grupos
GC e GDT, com muita variagdo diaria dentro dos gsupnas ndo houve diferenca
estatistica. Nas fémeas ocorreu variacdo semelhaatebém sem significancia
estatistica. Essa flutuacdo no consumo pode reseita alteracdes na forma de
converter alimento e consequentemente influencialesenvolvimento ponderal dos
animais durante o tratamento.

Heywood (1988), também constatou que animaisdinataom gossipol tiveram
reducdo do ganho de massa corporal durante o gatamAlém desses resultados,
encontrou também reducdo na concentracdo plasmdéicproteinas totais, calcio,
fésforo inorganico e colesterol dos animais tratadom doses de gossipol acima de
4mg.kg'. No presente estudo, os machos tratados comterifgico tiveram variacées
na concentracao serica das proteinas totais. @samndo GDT tiveram uma reducao na
concentracdo de proteinas séricas totais, ja @@gr@5X e G10X tiveram um aumento
na concentracdo em relacdo ao GC, sendo diferaugassignificancia estatistica. A
concentracdo sérica de colesterol nos machos méeesypou variacao significativa nos
grupos GDT e G5X em relacdo ao GC. J& o G10X tdegagdo de 35% na
concentracdo plasmatica de colesterol quando caupaao GC. Ja nas fémeas
tratadas, os niveis plasmaticos de proteinas ta@arolesterol tiveram variacoes

diferentes aos machos. O grupo tratado que apoesemdior elevacédo da concentracao
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de proteinas séricas foi 0 G5X, voltando aos nigdeigrupo controle no G10X. Quanto
ao colesterol, o GDT foi que apresentou maior coinagdo sérica, voltando aos niveis
do grupo controle nos grupos G5X e G10X. Nao ocodiéerenca significativa nessas
duas variaveis.

Silvaet al, (2002) testaram a toxicidade do gossipol naagést e lactacédo de
ratas Rattus rattus spjp. Observaram que houve menor de ganho de magsarabdas
ratas tratadas com gossipol e que quanto mai@ @imise recebida, maior foi a reducéo
do ganho. Concluiram também que fémeas gestarden &g sensiveis aos efeitos do
gossipol que os machos.

Trabalhos anteriores, como o publicado por SAKENSAL, (1981), que testou
os efeitos do gossipol em coelhos, ja havia demamistque 0 uso continuo dessa
substancia causa reducédo do desenvolvimento poértteranimais e na necropsia foi
percebida congestdo nos pulmdes e figado. Em nastados, alteracbes do tipo
congestdo hepatica e pulmonar foram observadaso@os s grupos experimentais,
inclusive no grupo controlddascheket al, (1989) realizaram um estudo de caso em
que suinos inadvertidamente foram tratados commifaride semente de algoddo. A
histopatologia desses animais mostrou congestdeootmular, perda de hepatécitos e
degeneracéo gordurosa.

No presente estudo, as alteracbes hepéticas puderacomprovadas também
através do aumento das concentracfes séricas riasasrhepaticas ALT e AST. Nos
machos, 0 aumento da concentracdo dessas duasasmzgmplasma sangiineo dos
animais foi gradual de acordo com o aumento dassjd@al seja, quanto maior a dose
do fitoterapico, maior a concentracdo das referedesmas hepéticas. Ja nas fémeas, o
aumento também ocorreu nas duas enzimas hepataésdas, porém no grupo G10X
os niveis ficaram abaixo do GC. A enzima GGT texesniveis séricos elevados nas
fémeas de acordo com o aumento da dose de fitatergmrém ndo houve diferenca
significativa. J& nos machos, o padréo foi difexefits grupos GDT e G5X tiveram as
concentracdes de GGT reduzidas em relacdo ao gamole, enquanto que o grupo
G10X teve os niveis medios elevados em 53% eméaelagp grupo controle. Esses
resultados demonstram que, apesar das fémeasagatadm maior nimero de Obitos
durante os 30 dias de tratamento, os machos apmesm®n maiores alteragdes
bioquimicas, principalmente das enzimas hepati¢adseéAAST (KANEKO, 1997).

Segundo Mellcet al, (2002a), a toxicidade sistémica € manifestacavés de

alteracdes de desenvolvimento ponderal dos animelagdo dos consumos de 4gua e
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racdo, alteracbes comportamentais como prostragpatia e presenca de pélos
arrepiados. Harkness & Wagner (1993), citam querdgde peso € um sintoma néo
especifico de doenca, e que a superpopulacaora@etiodo pelo alimento, ma ocluséo,
megaesotfago e nefrose estao entre as possiveasariperda de peso em ratos.

No Laboratério de Farmacologia do Instituto denCiés Basicas da Saude,
onde esse experimento foi realizado, varios fifgtieos ja foram submetidos a estudos
pré-clinicos. Castret al,(2004) num experimento em que ratos e ratasgdidos em
grupos da mesma forma que o presente estudo, ftoateados conGingko bilobapor
30 dias. Os animais néo tiveram o desenvolvimemioderal alterado, ndo foram
observadas alteragcbes morfologicas e as massdwawlaos Orgdos internos néo
apresentaram diferenca significativa quando congigarao grupo controle. Jacoleis
al. (2006), testaram da mesma forma por trinta dissre ratas com o fitoterapico
contenddRoripa nasturtiumRusby,Musasp.,Ficus caricaLinné, Tagetes minu&inné
e mel (Xarope de Agrido Composto Cib&yoDs resultados mostraram que ndo houve
toxicidade sistémica, pois comparando o grupo otsttom os tratados percebeu-se a
inexisténcia de diferenca significativa no deseviveénto ponderal, na massa relativa
dos 6rgaos, nos exames histopatoldgicos, hematokgi bioquimicos entre os grupos
tratados e o grupo controle.

Um estudo pré-clinico com o composto fitoteraptomtendoPassiflora alata
(maracuja) Erythrina mulunguLeptolobium elegans Adornis vernalisndo ocasionou
toxicidade quando administrados diariamente podié4 para ratas Wistar, incluindo
gestacao e lactagao, ratos Wistar e em coelhos Keladia. A dose utilizada foi 10
vezes maior que a dose terapéutica preconizadafiparaerapéuticos em humanos
(MELLO et al, 2007a). Testando a toxicidade de um fioterapomposto de
Pimpinella anisumFoeniculum foeniculunSambucus australie Cassia angustifélia
Mello et al., (2007b), concluiu que o produto administrado draente, com a dose 10
vezes maior que a preconizada para humanos poria#4 o causou toxicidade
sistémica. Os animais testados foram ratas Wistakjindo periodo de gestacédo e
lactacéo, ratos Wistar e coelhos Nova Zelandia.

A formulagéo fitoterapica contendo Aristolochia dyfara, Plantago major,
Luehea grandiflora, Myrocarpus frondosus e Pipadergolubrina (Cassau
Copmpost8), testado com doses repetidas por trinta dias empog com doses
equivalentes ao presente estudo, também nado ammesdiferencas significativas

comparando 0s grupos tratados com o grupo con{REUBER, 2006). Todos
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trabalhos citados anteriormente, realizados no mdaboratorio, avaliando as reacdes
dos fitoterapicos em ratos e coelhos, ndo mostrasiaais de toxicidade sistémica
qgquando os animais tratados, com diferentes doseéitaterapicos, tiveram suas

variaveis comparadas com a do grupo controle. pssgavelmente ocorre em virtude
das concentragfes variaveis de principios ativegifiarentes formulagdes fitoterapicas
testadas. Em nossos estudos, a maior concentragdgulibtancias potencialmente
capazes de causar efeitos adversos e/ou toxices asejausa da toxicidade da
formulacao Tintura de Algodoeiro Canderi

A massa relativa dos o6rgdos foi significativameafterada com as trés
diferentes doses (GDT, G5X e G10X) do fitoterdpiaatura de Algodoeiro em relacéo
ao grupo controle, tratado como veiculo do fitqier@, tanto nos machos quanto nas
fémeas. Nas fémeas houve diferenca significativige &3 massas relativas dos figados
dos animais tratados com as trés diferentes daséterapico (GDT, G5X e G10XT)
guando comparadas com a massa do GC, tratadasetontovdo fitoterapico.

Nos machos e nas fémeas, os rins (direito e esguérchm os 6rgdos que
tiveram uma reducdo na massa progressiva de acond@ dose utilizada. Esse efeito
sobre o parénguima renal é reforgcado pelos dadatostpela concentracdo plasmaticas
de creatinina, que indica leséo renal (Gonzéalesh& S2003). Os machos, assim como
nas demais pesquisas bioquimicas do plasma, tivenaanelevacdo das concentracdes
de acordo com o aumento das doses do fitoterapgrwlo a diferenca significativa. Ja
nas fémeas essa variagcdo das concentracfes deiceenfio se repetiu, sendo que no
grupo G10X a concentragdo foi inferior aquela etrema no grupo controle, sem
diferenca significativa.

Muitos trabalhos disponiveis na literatura sobretiizacdo de extratos de
vegetais por homens de areas da Asia, principaémentChina, que na sua composicéo
possuem gossipol, como no caso da pesquisa alpa Qiaret al, (1980) relatam
gue um dos efeitos dessa substancia € a hipocaldloiaresente estudo os machos
tratados com a Tintura de Algodoeiro Cantéiieram uma elevacédo dos niveis séricos
de potassio, comparados com o grupo controle, {@&xcgrupo GDT, que teve pequena
queda). J& nas fémeas, houve uma reducdo na cagéenplasmatica de potassio no
GDT. O grupo G5X teve os valores novamente apraxdoase dos do GC e 0 G10X
tendo nova queda. Esses dados mostram que essalbip@ encontrada em trabalhos
anteriores ndo pode ser confirmada. As diferen@astimeram significancia estatistica

tanto nos machos quanto nas fémeas.
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Da plantaGossypium herbaceyras duas principais substancias extraidas sao as
pectinas e o gossypol (WU, 1988). Varios estudomoco de Salomoet al,(1994)
demonstraram a efetividade da utilizacdo de exdrdeoplantas como o algodoeiro no
desenvolvimento fisico e melhora no status nutmaliade criancas que utilizaram o
extrato de algodoeiro, quando comparadas as do garrole.

O efeito que fez com que as substancias extraiml&odsypium herbaceyra
de plantas da familia Malvaceae, fossem estudadasfértilidade. Logo este efeito foi
atribuido ao gossipol. Na planta, o gossipol tenadoncdo de defesa natural, pois
causa infertilidade nos insetos predadores, quirsentam de sua leiva ou sementes,
causando infertilidade (PINTO, 1976).

O gossypol, extraido de plantas do gén@ossypium spp€ considerado um
inibidor enzimatico inespecifico (HERV& al, 1996). Por esse motivo, passou a ser
usado na China para tratamento de endometriosen@ztaal, 1994) e controle de
cancer, principalmente os de mama e genital (BAN AL, 1989; HUet al, 1994; LIU
et al, 2002).

Avaliando o quadro hematoldgico houve, tanto enshoa quanto fémeas, uma
reducdo do hematdcrito dos grupos tratados conoterf@tico quando comparados com
0 grupo controle. De acordo com Lop#sal, (1996); Raskin (1998) e Feldman (2000)
o hematdcrito € um dos mais Uteis exames laboa&@ara se registrar a ocorréncia de
anemia, pois através dele informacdes como volulmeutar e coloracdo do plasma
podem ser obtidas.

Na contagem de eritrocitos, houve um padrdo deagfies iguais em fémeas e
em machos. Em relacdo ao GC, todos grupos tratadiwam contagem de eritrocitos
inferior, sendo a maior reducéo tanto em machostguam fémeas ocorrendo no GDT.
Na determinacdo de hemoglobina, os machos aprezentama reducdo apenas no
grupo GDT, voltando aos valores do grupo contr@e demais doses. J4 as fémeas
tiveram reducé&o no valor de hemoglobina dos gr@ds$ e G5X, tendendo aos valores
do GC no grupo G1l0X. Reynolds & Tone (1988), ingesam a capacidade do
gossipol em quelar o ferro com a administracao digaia por 16 semanas de gossipol
em ratos machos. Findo o periodo de tratament@mfoinjetadas uma solucéo
intraperitoneal de ferro marcado radioativamentanea porcdo de ferro livre. A
quantidade de ferro foi mensurada nos eritrociiocsulantes, medula éssea, figado,
baco, musculo esquelético e urina nos periodos @2 6u 24 horas apos a aplicacdo do

ferro marcado radioativamente. Concluiram que arparagéo de ferro foi aumentada
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no baco, figado, medula 6ssea e sangue dos artiratagos com gossipol, e aumentava
de acordo com o aumento do periodo poés-aplicacadente intraperitoneal. Os
parametros hematolégicos continuaram dentro dosdpadde normalidade durante o
tratamento, sugerindo uma compensacao eritropaigts ratos tratados.

De acordo com Lopest al, (1996) o leucograma é a parte do hemograma que
pesquisa alteracbes quantitativas e/ou morfologdas séries leucocitarias. Suas
alteracbes quantitativas representam a leucocit@enento) e a leucopenia
(diminuicdo). Os autores citam que a leucocitosdepocorrer devido a causas
fisiologicas como exercicio extremo, parto/gestagiaitacdo e patoldgicas, devido a
algum efeito moérbido (infeccdes bacterianas, necrexidual). A leucopenia esti
relacionada a doencas virais e severas infecctesriamas. No presente estudo, os
machos tratados dos grupos GDT, G5X e G10X aprasentuma reducdo significativa
na contagem de leucécitos totais quando comparaolagupo controle, sendo que a
maior queda na contagem dessas células ocorrewrupm @DT. A contagem de
eosinofilos nos machos também sofreu reducéo igtiifa nos grupos GDT e G5X em
relacdo ao grupo controle, elevando-se novamentealo controle no grupo G10X.
Nas fémeas também houve reducéo significativa deagem de leucdcitos totais nos
grupos GDT e G5X quando comparados ao GC. Nas Emeagrupo G10X houve
reducdo, mas sem significAncia estatistica.

Segundo Mezey (1985), os efeitos metabdlicodambsao devidos a sua acao
direta ou de seus metabdlitos. O etanol pode cauiparglicemia ou hipoglicemia
dependendo da reserva de glicogénio estar ou réuada, inibicdo de sintese protéica
e elevacdo das concentracdes séricas de trigkosid hurmaret al, (1999), relatam
que tratamentos com etanol resultam na liberac@mdetoxinas de bactérias intestinais
e aumentam a permeabilidade das membranas cel@aessas endotoxinas. Ainda,
segundo os autores, fémeas sdo mais susceptiesses efeitos que os machos. Como
no presente trabalho todos grupos receberam efantd, com o fitoterapico nos casos
dos grupos GDT, G5X e G10X, e no veiculo no gru odemos sugerir que, parte
dos efeitos adversos observados com a formulagaterfipica testada pode ser
atribuido a presenca de &lcool. De fato, algumesaglbes observadas, aconteceram
também no grupo controle, que recebeu somentecaloei

Os resultados obtidos no presente estudo mostramoguefeitos adversos
(reducdo de massa corporal, ocorréncia de Obittes@es histologicas), que estdo

ligados a toxicidade sistémica, ndo foram obsewadon as doses terapéuticas (GDT)
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e cinco vezes a dose terapéutica (G5X). Tendo ata s resultados obtidos, que
demonstram o aparecimento de efeitos adversostia gardose 5X, é recomendavel
que a utilizacdo de preparacdes contendo em suposighoGossypium herbaceuam
veiculo alcoolico tenha estabelecimento de doskzaga com acuidade, ndo sendo
indicado o uso por periodos prolongados.

Com base nos resultados obtidos, observa-se qutoterdpico a base de
Gossypium herbaceufintura de Algodoreiro Cangé&)inas doses cinco e dez vezes
maior que a dose terapéutica preconizada para loanan capaz de desencadear
toxicidade sistémica, segundo o conceito preconizpdr Osweiler (1998) para
xenobioticos. Segundo o mesmo autor, os valoresodeentracdo para classificar as
substancias como desde relativamente ndo prejufieid5g ou mais de substancia por
quilograma de massa corporal) até extremamenteaddimg/kg ou menos). Assim
podemos classificar a “Tintura de Algodoeiro Caiftjerna concentracdo da dose
terapéutica (200mg/ml, sendo a dose terapéuticpiada para humanos adultos de
0,4ml/kg, ou seja 80mg/kg), como moderadamentecooxgquase no limite de ser

considerado levemente toxico.
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6 CONCLUSOES

A dose terapéutica da preparacdo fitoterapica ndoteextrato fluido de
Gossypium herbaceyrilintura de Algodoeiro Cang&jindo desencadeou a ocorréncia
de sinais de toxicidade, quando administrada @ookal, durante 30 dias a ratos e ratas
Wistar.

As doses equivalentes a 5 e 10 vezes a dose uécapéausaram reducao de
forma dose-dependente do desenvolvimento de masparal, durante os 30 dias de
tratamento.

As fémeas foram mais afetadas que os machos dagéoeaos efeitos sobre a
massa corporal e aos 6bitos durante o period@tiartento.

As alteracbes hematologicas e da bioquimica $aegiforam mais frequentes
nos machos

As alteragcbes observadas com as doses equivalentege 10 vezes a dose
terapéutica configuram toxicidade sistémica pafarmulagéo fitoterpica para essas
doses.

Os resultados obtidos indicam que a utilizacdo pdeparacao fitoterapica
contendo em sua composigaossypium herbaceasm um veiculo alcodlico deve ser

realizada mediante controle acurado da dose, métw secomendado o uso prolongado.
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