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RESUMO

Neste trabalho procuramos avaliar a seguranca no uso do extrato bruto (EB)
da Mentha crispa, Unico ingrediente ativo do Giamebil Plus®. Para tal, foram
realizados estudos de toxicologia pré-clinica. O EB administrado em
camundongos e ratos por via oral (0,1 a 2,0g/kg) nao produziu alteracoes
comportamentais em ambas as espécies, contudo, por via i.p. mostrou-se téxico
provocando a morte em camundongos e ratos respectivamente de 100 e 80% dos
animais apos 48h de observacao. Em ratos, os valores estimados da DLso (g/kg)
de 24 horas por via i.p. foram 1,04 (0,98-1,09) e 0,63 (0,57-0,70) respectivamente
para machos e fémeas. Por via oral, nao foi possivel estimar a DLso, pois nao
observamos mortes, até 4,0g/kg. Nos estudos de fertilidade em ratos de ambos os
sexos, o tratamento com EB (0,5 e 1,0g/kg, v.o.), durante 30 dias antes do
acasalamento nao induziu alteragoes nos parametros: relacao prole/mae; indices
de fertilidade (relacdao de ratas prenhas por acasaladas); gestacao (percentagem
de fémeas prenhas com fetos vivos); viabilidade (percentagem de sobrevida apos
quatro dias); lactacao (percentagem de sobrevida apos 28 dias) e o peso dos
filhotes no 1° e 28° dia e proporcao macho e fémea. Da mesma forma, pela
avaliacao dos mesmos parametros anteriores, o tratamento, durante o periodo de
gestacdo (cerca de 22 dias), ndo produziu alteracbes no desenvolvimento
embrionario como também no periodo pods-natal. Em outro Protocolo, o
tratamento com EB (0,5g/kg, v.o.) nas fases de fecundacao (1° ao 7° dia),
embriogénica (8° ao 14° dia) e fetal (15° ao 21° dia) ndo modificou o numero de
implantes e reabsorvicoes em relacao ao grupo controle. Nao foram observadas
alteracoes nos pesos umidos e na morfologia macroscopica do coracao, figado,
baco, rim, cérebro, pulmao, glandula adrenal, ducto deferente, testiculo, ovario e
utero, apos a administracao prolongada por 30 dias com EB (1,0g/kg, v.0). Como
também nao ocorreram alteracdoes na analise da microscépia e morfometria do
coracao, rim, cortex cerebral e genitalias acessorias. Os parametros bioquimicos e
hematologicos apds tratamento com EB (1,0g/kg, v.o.) por 30 dias, nao foram
alterados. O conjunto dos resultados permite concluir que o EB da Mentha crispa
apresenta baixa toxicidade por via oral e nao produz efeitos toxicos sobre a

reproducdo em ratos.
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ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate the crude extract (CE) of Mentha
crispa, the only active ingredient of Giamebil Plus® in pre-clinical toxicological
studies. When EB was administered in mice and rats by the oral route (0,1 to
2,0g/kg) it did not produce behavioral changes in the two species, however it was
administred intraperitonely (i.p.) it showed itself to be toxic producing death in
100% of mice and 80% of rats after 48 hours of observation. In rats, the
estimated values for DLso (g/kg) for 24h by i.p. were 1,04 (0,98-1.09) and
0,63(0,57-0,70) respectively for males and females. It was not possible to estimate
the DLso for the oral route because no death were accounted for doses up to
4,0g/kg. In the fertility studies with rats of both sexes, treatment with CE (0,5
and 1,0g/kg orally) during 30 days before mating did not induce significant
changes in the mother/offspring relation; in the fertility index (relation between
pregnant and mated rats); in gestation (percentage of pregnant females with live
fetus), in viability (percentage of survival after 28 days) and in the weight of the
litters on the 1st an 28th day and in the proportion of male to female. In the same
way in the rats the evaluation of the aforesaid parameters, the treatment during
the gestation period (approximately 21days) did not produce changes in the
lembrionary as well as the period after birth. In another protocol, treatment with
EB (0.5g/kg orally) in the fecundation (1st to 7th day), embriogenic (8t to 14th day)
and fetal (15t to 21st day) did not changes were observed in the wet weights and
in the macroscopic morphology of heart, liver, spleen, kidney, brain, lung,
adrenal grand, different duct, testicles, ovary and uterus, after administration
that lasted 30 days with EB (1.0g/kg, v.0). Neither change were noticed in the
microscopy of and morphology of heart, kidney, cerebral cortex and genital
organs. No changes in biochemical and hematological parameters were observed
after Treatment with EB (1,0/kg orally). The results lead us to conclude that
mentha crispa presents low toxicity when used by the oral route does not produce

any toxic effects on reproduction



Avaliacdo toxicolégica pré-clinica do extrato bruto da Mentha crispa

I - INTRODUCAO

1.1 - TOXICOLOGIA GERAL

A Organizacao Mundial de Saude (OMS), congregando e filtrando a
experiéncia dos maiores centros de pesquisa em Farmacologia e Toxicologia, criou
um setor importante e ativo, exclusivamente dedicado ao uso racional de
medicamentos. (WHO, 1978). De acordo com a OMS, muitos efeitos de drogas
observados em animais podem ter, até certo ponto, elevado valor de aplicacao
para a espécie humana, motivo do largo emprego dos testes farmacologicos e
toxicologicos na determinacao da eficacia e toxicidade de drogas (WHO, 1978).

Toda droga, segundo a Farmacologia, pode atuar como agente toéxico,
dependendo das condicoes de exposicao, como dose administrada ou absorvida,
tempo e freqiéncia de exposicoes (doses unicas ou multiplas), via de
administracao (oral, inalatoéria, dérmica, parenteral) (CASTRO, J.A., 1993). Se, de
um lado, todas as substancias podem ser potencialmente toxicas, por outro,
essas podem ser usadas de forma segura desde que as condicdes de exposicao
sejam mantidas abaixo dos niveis de toxicidade (CASTRO, J.A., 1993).

A toxicidade de uma substancia a um organismo vivo pode ser considerada
como a capacidade de causar dano grave ou morte aos organismos (DRAIZE, J.H.,
et al.,, 1944). Para que isso ocorra € indispensavel a interacdao da substancia com
o organismo. O efeito € funcao da dosagem (ou concentracado) do agente quimico
envolvido e do tempo de interacdo com o organismo. A exposicao implica na
interacao do agente quimico com o organismo de modo a poder exercer o seu

efeito em nivel tecidual e celular (DRAIZE, J.H., et al., 1944).

1.1.1 - ESTUDOS DE DESENVOLVIMENTO - REPRODUCAO E
TERATOGENESE

Até 1962, antes da tragédia da talidomida, os farmacologistas e
toxicologistas na avaliacdo de medicamentos, nao se preocupavam com O0S
possiveis efeitos teratogénicos, carcinogénicos ou mutagénicos. Atualmente,

porém essas pesquisas se tornaram essenciais e de rotina no estudo da
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seguranca dos produtos quimicos, apesar de sua complexidade (CLARK, D.O.,
1993).

Os efeitos dos farmacos sobre a reproducao e o desenvolvimento embrionario
também precisam ser determinados. Toxicologia do desenvolvimento € o estudo
dos efeitos adversos no organismo em desenvolvimento ocorrendo a qualquer hora
durante a vida do organismo que se submete a da exposicao a agentes quimicos
ou fisicos antes da concepcao, durante o desenvolvimento pré-natal ou pos-natal
até a puberdade. (SCHWETZ, B.A., et al., 1991).

As drogas podem interferir nos diversos processos de reproducao, nao so
causando malformacoes e matando o embrido, como também, por exemplo,
bloqueando a gametogénese ou evitando a fertilizacdo. Os estudos das acoes das
drogas sobre as diversas fases do processo reprodutor visam aos efeitos sobre:
fertilidade, transporte e implantacdo do ovo, embriogénese e organogénese, parto,
recém-nascido, lactacdo, desmame e cuidado com a prole, anormalidades poés-
natais, comportamento sexual, ciclos estral e menstrual, ritmos de concepcéao e
funcoes placentaria e uterina (SCHWETZ, B.A., et al., 1991).

De acordo com a OMS, o periodo teratogénico maior se situa na
embriogénese. (MENEGOLA, E., et al.,, 1998). No rato, esse periodo corresponde
do 7° ao 15° dia quando se observa a diferenciacao sexual e a organogénese. Além
disso, o desvio do desenvolvimento pode também ser induzido por influéncias
adversas durante todo o periodo gestacional. E também possivel que o
desenvolvimento no periodo pos-natal possa ser alterado em termos estruturais e
metabolicos por compostos administrados no periodo pré-natal. (MENEGOLA, E.,
et al.,, 1998).

As malformacoes podem ser causadas pela acado direta da droga sobre o feto,
ou, secundariamente, através da acao sobre o organismo materno (MENEGOLA,
E., etal, 1998).

O periodo pré-natal € caracterizado por uma intensa histogénese e
citodiferenciacao dos orgaos ja formados, tornando-se uma fase altamente
vulneravel para o desenvolvimento microestrutural do cérebro e do sistema imune
(BENESOVA, 0., 1995). Drogas administradas perinatalmente, no tratamento da
gravidez de risco ou de neonatos de risco podem levar a mudancas no processo de

desenvolvimento e iniciar alteracoes na rede neural e na comunicacdo transmitida
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por receptores (BENESOVA, O., 1995). Essas alteracées podem néo ser evidentes
no nascimento, mas servem de base para varios defeitos funcionais de
competéncia neuro-psico-imunologica as quais se tornariam gradualmente
evidentes durante o amadurecimento e na idade adulta (BENESOVA, O., 1995).

Extratos a partir de diferentes solventes do fruto da Jatropha curcas, foram
administrados em ratas prenhas por v.o., com o uso dos extratos a partir de
metanol, éter de petroleo e diclorometano observou-se reabsorcao fetal, esta é
acompanhada quando o extrato € administrado entre o 6° e o 8° dias da gestacao
(GOONASEKA, M.M., et al., 1995).

O latex liofilizado da Euphorbia milii (125mg/kg, v.o.), administrado em ratas
do 6° ao 15° dia da gestacao, causa retardamento do crescimento pré-natal e
embrioletalidade em doses superiores a 250mg/kg (SOUZA, C.A.M., et al., 1997).

Foram administradas doses de 200 a 800mg/kg do extrato aquoso e
400mg/kg de extrato etanodlico de Salvia fruticosa, o extrato etandlico (400mg/kg)
reduziu o numero de fetos viaveis e aumentou o numero de reabsorcoes em ratas
prenhas (ELBETIEHA, A., et al.,, 1998). O extrato aquoso (800mg/kg) e o extrato
etanolico (400mg/kg) administrados por 30 dias consecutivos nao tiveram efeito
no decorrer da gestacao, mas esses extratos reduziram ambos o numero de
implantacoes e a viabilidade fetal e aumentaram o numero de reabsorcoes em
ratas prenhas (ELBETIEHA, A., et al., 1998).

A administracao por gavagem dos extratos de Globuria arabica e Globuria
alypum, 800mg/kg do 1° ao 6° dia da gestacdo, nao causa alteracoes, porém uma
significativa reducdo do numero de fetos viaveis e um aumento no numero de
reabsorcoes. No tratamento por 30 dias consecutivos em ratas nao ocorreu efeito
significativo na gestacdo, mas os extratos de ambas as espécies aumentaram o
numero de reabsorcoes e s6 a Globuria alypum leva a uma reducao significante
no numero de fetos viaveis (ELBETIEHA, A., et al., 2000).

O extrato hidroalcodlico das folhas secas de Peumus boldus e a boldina
mostraram efeito abortivo e acao teratogénica (ALMEIDA, E.R., et al.,, 2000).

Na gravidez e lactacdo a seguranca quanto ao uso de drogas deve ser levada
ao extremo. A transferéncia de drogas via placenta ou leite é potencialmente

deletéria para o embrido, feto ou lactente. (BEDRAN, J.N., 1988).
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Ha controvérsias quanto ao uso de antiparasitarios durante a gravidez, pois
certas drogas podem penetrar na circulacao fetal (BEDRAN, J.N., 1988). O uso de
antifolatos e primaquina, por exemplo, deve ser evitado (BEDRAN, J.N., 1988).
Recentes evidéncias sugerem que algumas drogas podem provocar defeitos
congénitos sobre o embrido e mesmo o feto. A quinina em grandes dosagens pode
provocar aborto (BEDRAN, J.N., 1988). Pequena dose de pirimetamina requerida
para supressao da malaria parece segura na gravidez, mas as doses mais
elevadas se associam com risco potencial de lesao fetal teratogénica (BEDRAN,
J.N., 1988).

A furazolidona é contra-indicada para criancas com menos de um ano de
idade, devendo ser evitada, também, durante a gestacado e lactacdo (BEDRAN,
J.N., 1988). O mebendazol pode provocar efeitos embriologicos e teratogénicos em
ratas prenhas, mesmo em dosagens baixas (BEDRAN, J.N., 1988). Alguns
antiparasitarios tém efeito mutagénico durante a espermatogénese e/ou na fase
precoce da espermato-histiogénese, bem como exercem acao citotoxica na
espermatogonia, espermatides e espermatozoides (BEDRAN, J.N., 1988).

A resposta ao agente teratogénico € amplamente dependente do gendtipo do
embrido (GAYLOR, D.W. & CHEN, J.J., 1993). A cortisona, por exemplo, quando
administrada a camundongos e ratos, durante o periodo de prenhez, pode causar
100% de palatosquese (fissura no palato) na prole de camundongos e nenhum
defeito em ratos. A talidomida que induz malformacoes tao drasticas no homem,
coelhos e macacos, nao apresenta o mesmo efeito quando administrada em ratos
e camundongos (GAYLOR, D.W. & CHEN, J.J., 1993). A resposta ao agente
teratogéno varia dependendo do estagio de desenvolvimento do concepto. A
exposicao a um mesmo agente teratogénico pode levar a respostas diferentes para
o lado do concepto no que diz respeito a freqii€ncia ou mesmo a anomalia
produzida (GAYLOR, D.W. & CHEN, J.J., 1993).

O periodo de gestacao pode, com relacao a sensibilidade a agentes
teratogénicos, ser dividida em trés estagios diferentes. O primeiro estagio
compreende o periodo que vai desde a fecundacao até a implantacao do
blastocisto e € também chamado periodo de “tudo ou nada.” Nesse periodo, que
no homem vai até o 17° dia de gestacado e no rato, coelho e camundongos até, o 5°

dia, aproximadamente, encontra-se o embrido com células totipotentes, em
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divisao, sem que haja acréscimo -citoplasmatico. E € nesse periodo que,
dependendo do numero de células atingidas pelo agente teratogeno, ocorre ou a
reposicao de células atingidas por células normais e como produto final da
exposicao em individuo normal ou, se atingindo em grande numero de células, a
embrioletalidade (FRITZ, H. & GIESE, K., 1990)..

Depois de implantado, o embridao inicia uma fase delicada, com intensa
proliferacao celular, movimento e deslocamento de massa celular e complicados
sistemas de interacdo nucleo/citoplasma e intercelulares. Inicia-se, entao, o
chamado periodo organogénico, fase mais suscetivel a acao de agentes
teratogénicos e uUnico periodo teratogénico da gestacdao. A sensibilidade do
organismo varia dependendo da espécie e, dentro da mesma espécie, encontram-
se diferencas conforme o agente teratogeno. O tipo de malformacao depende ainda
da fase evolutiva do embrido e da afinidade do agente quimico pelo tecido
embrionario, sendo que, para cada espécie existem periodos diferentes de
sensibilidade (FRITZ, H. & GIESE, K., 1990).

Cessado o periodo embrionario, inicia-se o periodo fetal, caracterizado pela
diferenciacao histologica e funcional dos diferentes 6rgaos e aparelhos, além de
um notavel crescimento ponderal do concepto. Agentes teratogenos administrados
a mae neste periodo de gestacdo, ndo levam ao aparecimento de malformacoes,
mas podem indubitavelmente interferir com processos de proliferacdo celular que
resultam em alteracoes funcionais de importantes sistemas tais como sistema
nervoso central, imunologico ou endoécrino, além de causar retardo geral de

desenvolvimento (FRITZ, H. & GIESE, K., 1990).

1.2 - DROGA E EMBRIAO

Depois de incorporadas ao organismo materno, através da circulacao
sanglinea, as drogas alcancam o ser em formacdo. A natureza do composto
quimico, a dose, as condicoes de troca entre a mae e o concepto sao fatores
importantes a serem considerados. O concepto atua como recipiente, e a
placenta, interposta entre os dois organismos, atua como 6rgao regulador dessas
trocas, participando ativa ou passivamente do processo (GANAPATHY, V. et al,

1999).
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A barreira placentaria representa um conjunto de tecidos que se localizam
entre a circulacdao materna e a fetal. Essa barreira pode facilitar ou restringir a
passagem de drogas da circulacdao materna para fetal. As drogas que atravessam
essa barreira biolégica sao as lipofilicas e nao polares e de tamanho inferior a
1000A, do mesmo modo como acontece na barreira hematoencefalica
(GANAPATHY, V. et al., 1999).

Na fase ovular, antes do blastocisto implantar-se, a concentracao da droga
nos liquidos tubarios ou da cavidade uterina é o fator importante (ADLER, T.,
1994). A fenitoina, o fenobarbital e o 8-9 tetraidrocanabinol concentram-se nos
segmentos do tecido reprodutor, especialmente no ovo, alterando também a
composicao das secrecoes que, nesse tempo, abrigam o ovo no seu curso em
direcao a cavidade uterina, onde devera fazer a nidacao (ADLER, T., 1994).

Quando se implanta o blastocisto, a nutricao se diz do tipo histiotréfico, com
a participacao modesta da circulacdo materna, mas os efeitos se tornam mais
acentuados, pois as drogas incorporadas ao sangue materno atingem mais
diretamente os tecidos ovulares (ADLER, T., 1994). A nicotina, o tiopental, a
isoniazida, a DDT e a cafeina podem concentrar-se no blastocisto, em taxa duas
vezes maior que no sangue materno (ADLER, T., 1994).

A passagem das drogas do organismo materno para o feto se faz por muitos
mecanismos: difusdo simples, difusao facilitada, transporte ativo, pinocitose. A
placenta tem um papel de regulacao metabdlica, funcionando como se fosse um
figado acessorio. Muitas drogas sao biotransformadas ao nivel do trofoblasto.
(ADLER, T., 1994).

A talidomida € teratogénica porque a placenta ou feto a metaboliza
produzindo metabolitos polares que sdo responsaveis pelos efeitos sobre o feto. A
finalidade principal do estudo da transferéncia placentaria de substancias
estranhas consiste no efeito que elas possam exercer sobre o feto (ADLER, T.,

1994).

1.3 - TESTES TOXICOLOGICOS

Para que se conhecam os efeitos toxicos de uma substancia, € necessario

proceder a realizacao de testes toxicologicos. Estes testes, aplicados em animais
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de laboratério e sob condicoes previamente estabelecidas, permitem estabelecer
os possiveis efeitos das substancias em humanos expostos as mesmas (DELLA-
ROSA, H.V., et al.,, 1991). No Brasil, a Secretaria de Vigilancia Sanitaria, através
da Portaria 116 de agosto de 1996, propds normas para o estudo da toxicidade e

da eficacia de produtos fitoterapicos (BRASIL, 1996).

1.3.1.- ESTUDOS DE TOXICIDADE AGUDA

A toxicidade aguda € definida como os efeitos adversos que ocorrem dentro
de um periodo curto apos a administracao de uma dose Unica ou doses multiplas
administradas dentro de 24 horas. (FOWLER, J.S.L.N. & RUTTY, D.A., 1983). A
via oral € indicada, mas outras vias de administracdo podem ser escolhidas,
considerando-se a exposicao humana (FOWLER, J.S.L.N. & RUTTY, D.A., 1983).

Os estudos de toxicidade aguda tém por objetivo caracterizar a relacao
dose/resposta que conduz ao valor estimado da DLsg. (FOWLER, J.S.L.N. &
RUTTY, D.A., 1983). Este parametro que representa a probabilidade estatistica de
uma dose causar efeito letal em 50% dos animais de uma populacao é util para
identificar a toxicidade relativa da substancia (FOWLER, J.S.L.N. & RUTTY, D.A.,
1983).

1.3.2 - ESTUDOS DE TOXICIDADE SUBCRONICA

Os testes de toxicidade subcronica sao realizados para se obterem
informacoes sobre a toxicidade das substancias quimicas apds exposicoes
repetidas (FAUSTMAN, E.M., et al.,, 1994). Os principais objetivos dos testes de
toxicidade subcronica sao os de estabelecer doses nas quais ndo se observam os
efeitos toxicos, identificar, caracterizar os orgaos afetados e a gravidade das
alteracoes, apos exposicoes repetidas. Também € importante examinarem-se os
efeitos apos o periodo de tratamento e determinar se este efeito € devido a um
acumulo da substancia ou nao (FAUSTMAN, E.M., et al., 1994).

Nos testes apenas animais saudaveis devem ser usados e a via de

administracao € geralmente a oral. Os animais devem ser examinados pelo menos
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uma vez ao dia durante todo o experimento, com relacao a manifestacao de sinais
de toxicidade. Os parametros mais comuns referem-se a modificacao no consumo
de racao, de peso, modificacoes na cor e textura dos pélos, alteracoes
respiratorias e circulatorias, anormalidades motoras e de comportamento e
aumentos macroscopicos de massas de tecidos(BARNES D.G. & DOURSON, M.,
1988).

Ao término do experimento, os animais sao sacrificados e retirados os 6rgaos
para avaliacdo anatomo-patolégica. Avaliacoes hematologicas e bioquimicas no
sangue também sao realizadas no final do tratamento (BARNES D.G. &
DOURSON, M., 1988).

Os estudos de toxicidade subcronica servem, nao apenas para caracterizar a
relacao dose/resposta, apos administracoes repetidas, mas também para fornecer
dados para a escolha de doses nos estudos de exposicao cronica (BARNES D.G. &

DOURSON, M., 1988).

1.4- USO DE PLANTAS ATUALMENTE

Substancias de origem vegetal tém sido usadas desde os tempos antigos
como medicamentos para o tratamento de varias doencas. Estima-se que cerca de
25% de todos os medicamentos modernos sao direta ou indiretamente derivados
de plantas (SHU, Y.Z., 1998).

O uso de plantas como medicamento €, provavelmente, tdo antigo quanto a
propria humanidade. O conhecimento desse uso foi obtido de duas maneiras
basicas: a experimentacdo, de onde devem ter sido descobertos diversos
alimentos, mas também por instinto, isto €, uma forma de relacionamento
homem-natureza nao racional. A favor da inclusao dessa segunda forma citada,
encontra-se o fato de diversos animais silvestres procurarem “remédios em
plantas”, como se “soubessem” racionalmente do valor terapéutico (GRAVES, A.
H., 1945).

Pode-se dizer que a fitoterapia chega ao século 20 como a terapéutica
predominante em relacao a outros tipos. Além disso, representa uma preferéncia
quanto a origem natural. Um exemplo disso encontra-se num artigo de BARROSO

(1938).
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“Fala-se muito em compostos syntheticos como Synonymos ou equivalente
de compostos organicos naturais. Si, em verdade, no entanto, a natureza pode ser

imitada, nao pode de modo algum ser substituida”

Atualmente, apoiando-se em experiéncias anteriores e no conhecimento
popular procura-se, através de uma pesquisa cientifica moderna, demonstrar a
atividade terapéutica das plantas e usa-las a servico da fitoterapia (BERG, M.E.,
1982).

Nos ultimos 15 anos, ocorreu um crescimento mundial do interesse em
medicamentos naturais tanto em paises desenvolvidos como naqueles em
desenvolvimento. Entretanto, existem dados insuficientes para a maioria das
plantas, no sentido de garantir sua eficacia, qualidade e seguranca (CALIXTO,
J.B., 2000).

Um grande numero de testes clinicos tem sido realizado com algumas drogas
naturais, incluindo o extrato de Ginkgo biloba, Hypericum perforatum, Panax
ginseng, Tanacetun parthenium, Allium sativum, Matricaria chamomilla, entre
outras (ARMSTRONG, N. S. & ERNST, E., 1999). Todas essas plantas medicinais
tém um amplo mercado mundial e embora tenham sido avaliadas em diferentes
ensaios clinicos. Novos ensaios melhor controlados e testes clinicos apropriados
sao ainda necessarios para provar as suas eficacias (ARMSTRONG, N. S. &
ERNST, E., 1999).

Comparados com as drogas sintéticas bem definidas, os medicamentos
naturais exibem algumas diferencas devendo-se citar como principais que: os
principios ativos sao freqiientemente desconhecidos; a padronizacao, estabilidade
e o controle de qualidade sao possiveis, mas nao sao faceis de realizar; a avaliacao
e a qualidade do material bruto é freqiientemente problematica; a realizacao de
ensaios clinicos bem controlados do tipo duplo-cego e estudos toxicologicos, para
confirmar sua eficacia e seguranca, sao raros; o uso empirico na medicina
popular € uma caracteristica muito importante; apresentam uma ampla faixa
terapéutica e sao adequados para tratamentos cronicos; a ocorréncia de efeitos
adversos parece ser menos freqiiente com medicamentos naturais, embora alguns

ensaios clinicos randomizados bem controlados tenham revelado que eles também
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existem e, finalmente, ha custo menor em relacao as drogas de origem sintética
(CALIXTO, J.B. 2000).

De acordo com a OMS devido a pobreza e dificuldade de acesso a Medicina
moderna, cerca de 65-80% da populacdo mundial oriunda de paises em
desenvolvimento, depende essencialmente de plantas para a assisténcia primaria
a saude (DE SMET, P.A.G.M., 1997). Geralmente, as maiores industrias
farmacéuticas tém demonstrado interesse na investigacao de plantas como fonte
para novas estruturas e também para o desenvolvimento de agentes fitoterapicos
padronizados, com eficacia comprovada, seguranca e qualidade (DE SMET,
P.A.G.M., 1997).

Estima-se que, em 1997, o mercado Europeu de fitomedicamentos atingiu
cerca de 7 bilhoes de dolares. Esses medicamentos sao distribuidos em 6
categorias terapéuticas: cardiovascular 27,0%; respiratorio 15,3%; digestivo
14,4%; tonico 14,4%; hipnoético/sedativo 9,3%; topico 7,4% e outros 12,0%
(GRUNWALD, J., 1995; BLUMENTHAL, M., 1999).

O mercado de medicamentos naturais na Asia e Japao alcanca 2,3 e 2,1
bilhées de dolares respectivamente, mas em nenhum outro pais, como nos
Estados Unidos, o mercado de fitomedicamentos cresce tanto. Poucos anos atras,
essa era uma categoria de medicamentos quase inexistente. O mercado alcancou
cerca de 3,2 bilhdes de dolares em 1996 e estima-se que cada americano gaste
cerca de 54 dolares por ano, comprando esses medicamentos. Atualmente, varias
plantas medicinais, tais como Aloe vera, Panax quinquefolius, Alium sativum,
Ginkgo biloba, Serenoa repens, Valeriana officinalis, entre outras sao cultivadas

nos Estados Unidos e exportadas para a Europa e Oriente (CALIXTO, J.B., 2000).

1.5 - ESTUDOS SOBRE O GENERO MENTHA

1.5.1 - BOTANICO

A familia Labiatae compreende cerca de 220 géneros e 4 mil espécies
distribuidas em todo mundo, Tém grande importancia industrial e econémica pela
sua utilizacao na industria de cosméticos, alimentos, plantas ornamentais,

condimentos, farmacéutica e na medicina popular (BRITO, N.R.S., 1983).
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A Mentha crispa que € uma Laminaceae, apresenta-se como uma planta
herbacea rasteira, com touceiras de caule quadrangular. As flores se reinem em
forma de espiga, sao miudas e insignificantes. As folhas sao crespas, redondas e
opostas, exala odor forte e agradavel sendo conhecida vulgarmente como “hortela
de folha miuda”, “hortela panela” ou “hortela rasteira” (BRAGA, R., 1983;
ALMEIDA, E.R., 1993). Também chamada de Mentha x villosa, Hudson € um
hibrido originario do cruzamento entre a Mentha spicata L. e a Mentha
suaveolens, Ehrh. Essa planta aromatica encontra-se distribuida em
praticamente todo o territorio nacional, por ser facilmente cultivada em canteiros
e hortas (MATOS, F.J.A., 1991).

A palavra Mentha deriva de mintha, nome de uma ninfa que a Deusa grega
Perséfone, por ciumes, transformou em planta. O género Mentha é considerado
por muitos especialistas de dificil identificacao (HARLEY, R.M., 1973). As causas
dessa complexidade taxondomica sao a plasticidade morfologica, facilidade de
hibridizacao, propagacao vegetativa, cultivo desde a Antigliidade e confusao da
nomenclatura (HARLEY, R.M., 1973). A espécie cultivada pelo Laboratério Hebron
(Caruaru-PE) é denominada Mentha crispa, entretanto, a denominacdo mais
correta seria Mentha spicata L., segundo identificacao realizada pelo Prof.
Raymond R. Harley (Royal Garden of London) especialista nesta espécie. A
imprecisao na denominacao se deve também a grande facilidade de cruzamentos
interespecificos no género Mentha, pelos quais muitas vezes dados morfologicos
externos nao sao suficientes para a correta classificacdo sistematica (HIRUMA,

L.C.A. etal.,, 1994).
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Devido a falta de padronizacdo na denominacdao da espécie, em nosso
trabalho optamos pelo uso do nome Mentha crispa, entretanto, cabe salientar que
as diferentes denominacdes da Mentha, de acordo com o Index Kuyenses

(JACKSON, D, 1946), correspondem na realidade a mesma espécie.

1.5.2 - QUIMICO

Do ponto de vista quimico, o género Mentha foi amplamente estudado. Pode-
se constatar que a ocorréncia de rotundifolona, como composto majoritario € mais
frequente no género Mentha devido a grande facilidade de cruzamento
interespecifico como descrito anteriormente (HIRUMA, C. et al., 1994).

Na espécie crispa, foram identificadas e isoladas varias substancias a partir
dos extratos hexanico e etanodlico, entre elas, o glicosideo do sitosterol, o acido
ursolinico e um flavonoide nao identificado (MONTE, F.J.Q. et al., 1990).

Utilizando as partes aéreas maceradas com etanol a 50% e a particdo com
solventes de polaridades crescentes, da fracdao butanodlica foram isoladas cinco
substancias: acido rosmarinico (componente majoritario), luteolina, duas flavonas
e uma flavanona glicosilada (BARBOSA FILHO, J.M., et al., 1992).

O o6leo essencial, obtido das folhas da Mentha x villosa Hudson, contém
linoleno, beta-cariofileno, gama-muroleno (CRAVEIRO, A.A., et al., 1990), beta-
cubebeno, 1,8-cineol, beta-pineno, linalol, cis-carofileno, beta-farneseno, gama-
elemeno e um composto principal denominado rotundifolona que, aparentemente,
ainda nao havia sido relatado na literatura (BARBOSA FILHO, J.M., et al., 1991).
Esse composto € um monoterpeno oxigenado de ocorréncia rara, também

conhecido como oxido de piperitenona (HIRUMA, C.A., 1993).
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Oxido dePiperitenona

O oleo essencial, obtido da Mentha crispa contém hidrocarbonetos
terpénicos, terpenos oxigenados, sesquiterpenos ou sesquiterpenos oxigenados,
que se se destacam como constituintes majoritarios: o6xido de piperitenona

(30,3%), germacreno-D (8,2%) e beta-cariofileno (5,9%) (PIANOWSKI, L.F., 2000).

1.5.3 - FARMACOLOGICO

Os estudos farmacologicos realizados com os extratos e com os Oleos
essenciais de diversas espécies de plantas do género Mentha revelaram
propriedades farmacologicas diversificadas, inclusive como antimicotico e
antiviral (GALLINO, M., 1986; BECZNER, L., et al, 1992; CROWELL, P.L., 1997;
BLASZCZYK, T., et al., 2000).

O extrato etanolico da Mentha piperita (200-400mg/kg, v.o. ou i.p.) induziu
analgesia avaliada pelos métodos das contor¢coes abdominais e placa quente em
camundongos e efeito antiinflamatorio nos modelos de edema induzido por xileno
na orelha de camundongos e granuloma induzido por “pellet” de algodao em ratos
(ATTA, A.H. & ALKOFAHI A., 1998).

Desde ha tempo, os extratos e pos das partes aéreas da Mentha crispa tém
despertado o interesse de farmacologistas, fitoquimicos e bioquimicos por seus
constituintes, representados por diferentes classes de compostos, presentes nos
extratos alcoodlicos e nos seus Oleos essenciais (KOKKINI, S., et al., 1995; HAAS,
L.F., 1995; PICCAGLIA, R., 1998; VOIRIN, B., et al., 1999).

As folhas e as partes aéreas como um todo da Mentha crispa, sdo, sobretudo

utilizadas pela medicina popular brasileira, particularmente no Nordeste, por
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suas propriedades estomaquicas e carminativas, além de seu uso generalizado
como condimento ou componente de saladas cruas (CORREA, M.P., et al., 1975;
BRAGA, R., 1983). A Mentha x villosa tem indicagées populares como
antiparasitaria, estomaquica, calmante, analgésica e no tratamento de coélicas
menstruais (LIMA C.A.H., et al., 1994).

A Hebron Industrias Quimicas e Farmacéuticas comercializa o Giamebil
plus® (extrato de Mentha crispa) por suas propriedades comprovadamente
amebicida (Entamoeba histolytica) e giardicida (Giardia lamblia), além de atividade
anti-espasmodica o extrato fluido/seco a partir do caule e das folhas da Mentha
crispa nas formas farmacéuticas de xarope (q.s.p 80mL, onde cada SmL contém
1,25mL de extrato hidroalcodlico da Mentha crispa), comprimido (50mg do extrato
seco) e gotas (g.s.p 20mL, onde cada 25 gotas contém 1,25mL de extrato
hidroalcodlico da Mentha crispa). As acoes do giamebil plus® sao creditadas aos
heterdosidos de flavonoéide e acido rosmarinico. A posologia indicada para menores
de 2, entre 2 e 12 e acima de 12 anos sao respectivamente 2,5, 5,0 e 10mL trés
vezes ao dia, no caso de xarope; na forma de gotas, devem ser ministradas na
quantidade de 12, 25 e 50 trés vezes ao dia, e no caso comprimidos, devem ser
utilizados dois comprimidos, trés vezes ao dia. Todos os tratamentos durante
cinco dias.

O oleo essencial da Mentha x villosa (250mg/kg, i.p.) em ratos e
camundongos produziu atividade depressora do SNC, evidenciada pelos testes de
potencializacao do sono induzido por pentobarbital e analgesia verificada pelo
teste de contorcoes abdominais induzida por acido acético 0,8% (HIRUMA, C., et
al., 1992). Efeito analgésico similar foram observados por LIMA, C.A.H., et al
(1994) que sugeriram mecanismos centrais semelhantes aos de drogas opiaceas
para justificar tal atividade.

O oxido de piperitenona (0,1 e 10ug/ml) presente na Mentha x villosa e em
varias espécies de Mentha, apresenta efeito potencializador da contracado induzida
por acetilcolina (ACh), entretanto, doses maiores que 30ug/ml constituem
depressor inespecifico do musculo liso intestinal nas contracées promovidas por
KCl, ACh e tetraetilamonio (SOUSA, P.J.C., et al.,, 1997). Estudando o efeito in
vitro do extrato bruto de Mentha crispa, WANDERLEY, A.G. et al (1999)

demonstraram que esse apresenta efeito inibitorio inespecifico sobre as
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musculaturas lisas do jejuno, utero e ducto deferente de rato. Em adicao, em
ratos anestesiados, a administracao do extrato produziu reducao da P.A.

O oleo essencial da Mentha x villosa (OEMV, 0,3 a 20mg/kg, i.v.) apresenta
efeito hipotensor em ratos anestesiados, atribuivel, pelo menos em parte, ao 6xido
de piperitenona (OLIVEIRA, L.C., et al, 1999). Em ratos nao anestesiados,
GUEDES, D.N. et al. (2000) sugeriram que OEMV produzisse liberacao parcial de
oxido nitrico (NO) pelo endotélio vascular. Por sua vez, CARNEIRO LEAO R.F.L., et
al. (2000) mostraram auséncia operacional do sistema nervoso simpatico e
sugeriram uma possivel acdo vasodilatadora direta. Acdo essa obtida também
com o oxido de piperitenona (LAHLOU, S., et al., 2001).

GUEDES, D. N., et al (2002), sugerem que a acao hipotensiva da
rotundifolona, o constituinte principal do EOMYV, deve-se a estimulacdao nao
seletiva de receptores muscarinicos. LAHLOU, S., et al. (2002) mostraram que o
tratamento com o 6leo essencial da Mentha villosa, i.v. levou a reducao da pressao
sanguinea, sendo a inducdo de hipotensdao e a bradicardia mecanismos
independentes.

MELLO, A. C., et al. (1985) demonstraram que o tratamento de 21 pacientes
comprovadamente portadores de protozoarios e helmintos, com capsulas
contendo triturado de folhas, caule e raiz de Mentha crispa, produziu 100% de
eficacia contra os protozoarios e mostrou-se inativa para os helmintos. Os autores
nao observaram a presenca de efeitos colaterais.

Testes in vitro com diferentes fracées da Mentha crispa (5 a 10mg/ml/tubo)
usando cultura de Entamoeba histolytica (cepa SAW 1627) levaram a mortalidade
total das cepas em duas das seis fracoes obtidas (BORBA, M.O.P., et.al.,, 1990).
Outros resultados obtidos pelo grupo sugerem que o EB da Mentha crispa
(0,2mL/dia, v.0.) durante 20 dias também apresenta acdo sobre o Schistosoma
mansoni.

Portadores de tricomoniase urogenital, utilizando 180mg de EB da Mentha
crispa durante S5 dias veiculado em capsulas, apresentam percentual de cura
entre 90 e 95% (MELO, A.M., etal., 1992).

TEIXEIRA, M.J., et al. (1996) avaliaram o efeito leishmanicida do oleo
essencial de Mentha crispa nas formas amastigota e promastigota e mostraram

reducao de mais de 90% da viabilidade na forma promastigota.
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SANTANA, C.F. (1992) mostrou que o extrato hidroalcodlico da Mentha (84 e
168mg/dia, v.0.) por cinco dias, respectivamente, para 23 criancas e 99 adultos
promoveu, 91% e 68% de cura respectivamente nos pacientes portadores de

Entamoeba histolytica e Giardia lamblia.

1.5.4 - TOXICOLOGICOS

A idéia geral de que drogas naturais sao muito segura e livres de efeitos
colaterais € falsa. Plantas tém centenas de constituintes e alguns sdo muito
toxicos, como por exemplo drogas citotoxicas derivadas de plantas, digitalicos, os
alcaloéides pirrolizidina, efedrina, ésteres de forbol, entre outros. Contudo, os
efeitos adversos de muitas drogas naturais sao relativamente menos frequientes
quando comparadas com drogas sintéticas, testes clinicos controlados embasam
esta hipotese (DREW, A. & MYERS, S.P., 1997).

Na Alemanha, desde 1978, mais de quatro mil medicamentos naturais tém
sido submetidos a farmacovigilancia e muitos deles foram retirados do mercado
por causa de seus efeitos deletérios para uso humano (KELLER, K., 1996).

Com relacao ao género Mentha sao relatados alguns estudos a cerca da
toxicidade. Uma fracao uterotonica da Mentha arvensis (Fracao-UM) administrada
em ratas prenhas por via subcutanea do 1° ao 10° dia da gestacdao produziu
significante interrupcao da mesma (ANJANAPOTHI, D., et al., 1981).

O efeito do 6leo da Mentha sp. administrado por diferentes vias no final da
gestacdo leva a uma significante inibicao dose-dependente da implantacdo e a
parto prematuro, possivelmente devido a contracao uterina (LU, Y. F., et al,
1989).

O extrato etandlico de Mentha arvensis reduz a sintese de frutose na vesicula
seminal alterando a viabilidade dos espermatozoides em ratos apos 30 dias de
tratamento (MATHUR, R, 1991).

SHARMA, N., & JACOB, D. (1997, 2001, 2002) demonstraram que o
tratamento em dias alternados, durante 20 dias com uma fracao isolada do
extrato de éter de petroleo da Mentha arvensis (1mg/rato) produzia infertilidade. A
razao parece residir na auséncia de espermatozoides na cauda dos epididimos

como consequéncia da interrupcao da espermatogénese. Esse extrato (10 e
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20mg/rato, v.o.) 20 40 e 60 dias, produz reducao na prole, dose e tempo-
dependente em ratos machos tratados e acasalados com fémeas controle, reducao
no peso dos testiculos, epididimo, cauda epididimal, contagem de
espermatozoides, motilidade, viabilidade e morfologia, sendo essa infertilidade
reversivel, sem efeito adverso para o rato. Resultados semelhantes foram obtidos

com o uso do extrato metandlico.

1.6 - MATERIAL BOTANICO

Para o nosso estudo, utilizamos o extrato bruto hidroalcodlico das partes
aéreas da Mentha crispa a qual € cultivada e coletada numa plantacao particular
do laboratorio Hebron, situada a 15 km de Caruaru-PE, plantio controlado com
adubo organico, sem possibilidade de contaminag¢ado quimica sendo o controle de
pragas efetuado biologicamente.

Exemplares da Mentha crispa, cultivados pelo Laboratério Hebron, foram
previamente padronizados através de estudos fitoquimicos. As extracoes foram
realizadas em Soxhet, utilizando-se as partes aéreas da Mentha crispa seca, com
etanol P.A. pelo periodo de 12 horas consecutivas (PETROVICK, P. R., 1997),
apos as extracoes foi realizada uma filtracao a vacuo seguida de concentracao
em rotavapor a pressao reduzida. O extrato obtido foi seco em dessecador a
vacuo e apresentou um rendimento de 6,1%, em relacdo ao peso inicial da erva
seca (PIANOWSKI, L. F., 2000).

Foram realizados estudos (PIANOWSKI, L. F., 2000) a partir do extrato
etanodlico da Mentha crispa cultivado pelo laboratorio Hebron, comparando-o com
padroes de moléculas isoladas e se observou que o processo extrativo foi eficaz
nao interferindo na concentracao dessas moléculas.

No extrato etandlico, através da cromatografia em camada delgada,
cromatografia liquida de alta eficiéncia e cromatografia gasosa com
espectrometria de massa, foram identificados, acidos wursolico, caféico,
rosmarinico e luteolina, bem como o glicosideo sitosterol. E no 6leo essencial
encontram-se os seguintes constituintes majoritarios. oxido de piperitenona, o-
pineno, germacreno-D, mirceno, 1,8-cineol,1-8-cineol, limoneno, p-cimeneno,

carvona, cariofileno, humuleno entre outros (PIANOWSKI, L. F., 2000).
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Os exemplos descritos na introducao desse trabalho, reforcam a idéia de que
o género Mentha € bastante explorado, sob os aspectos: botanico, quimico,
farmacologico e toxicologico. Este ultimo, nos pareceu particularmente atraente
pela caréncia de estudos toxicologicos pré-clinicos com a espécie crispa e
igualmente por ser um fitoterapico amplamente comercializado e prescrito,
inclusive, para mulheres no primeiro trimestre da gravidez, em substituicao a
antiparasitarios tradicionais e, finalmente, para dados da literatura que mostram
que outras espécies do género Mentha possuem efeitos toxicos sobre o processo

de reproducao.

II - OBJETIVO

2.1 - GERAL

Avaliar a toxicidade do extrato Bruto (EB) da Mentha crispa.

2.2 - ESPECIFICO

e Estimar o valor de DLsp em ratos e camundongos;

e Estudar o efeito toxico do EB sobre a performance reprodutiva de
ratos;

e Avaliar a acao embriofetotoxica do EB em ratas;

e Investigar a possibilidade de alteracoes hematologicas bioquimicas e

morfologicas, apos administracao subcronica do EB em ratos
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IIT - MATERIAIS E METODO

3.1 MATERIAL BOTANICO

O material utilizado foi constituido pelo caule e folhas da Mentha crispa,
classificada e identificada pelo Herbario do Centro de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal de Pernambuco, Recife-PE, sob o numero 27312. A
identificacao do material foi realizada através do envio de exsicatas de ramos
floridos com tamanhos e fases de crescimento variados.

O EB da Mentha crispa € o Unico ingrediente ativo do medicamento Giamebil
plus® O extrato fornecido pelo laboratério Hebron foi concentrado em rota
evaporador, liofilizado e armazenado em congelador (-4°C). O liofilizado foi
resuspenso em agua destilada a 10 ou 20% antes dos procedimentos

experimentais.
3.2 - ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar, Rattus norvegicus var. albinus entre 90 a 150
e 60 a 120 dias de idade, respectivamente para machos e fémeas e
camundongos albinos, Mus musculus adultos (25 a 35g) de ambos os sexos,
originados, respectivamente, do Biotério do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia e do Instituto de Antibioticos da UFPE. Os animais receberam
agua e dieta (racdo marca Labina) ad libitum e foram mantidos em condicoes

controle de iluminacao (ciclo 12h claro/escuro) e temperatura (22-27°C).

3.3- PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

3.3.1- OBSERVACOES GERAIS

Os efeitos gerais do EB de Mentha crispa nas doses de 0,1; 0,25; 0,5kg; 1,0
e 2,0g/kg) por v.o. ou i.p. foram observados em camundongos de ambos os sexos
e ratos machos. Os animais foram distribuidos em grupos de 6-8 animais,
privados de racao por 12 horas, durante as quais, os grupos controles receberam

agua no maior volume. Apos a administracao do extrato EB de Mentha crispa, os
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animais foram observados por 180 minutos, numa superficie plana e cercada e,
em seguida, foram transferidos para suas respectivas gaiolas e observados a
intervalos regulares (trés horas), por 72 horas. Efeitos tais como: movimentos
estereotipados, deambulacao, depressao, diarréia, freqiiéncia respiratoria, entre
outros, foram observados e anotados segundo a tabela de MALONE (1977). Os

orgaos dos animais que morriam eram submetidos a uma analise macroscopica.

3.3.2 - TOXIDADE AGUDA.

O EB foi administrado em doses crescentes (0,5; 1,0; 2,0; 4,0g/kg) por v.o.
em ratos e camundongos e i.p. (0,5; 1,0; 2,0g/kg)em ratos, de ambos os sexos
(n=10/grupo), privados de racao por 12 horas. A mortalidade em cada grupo foi
observada por 14 dias e o valor da DLso foi estimado segundo o método de

MILLER, L.C., & TAINTER, M.L., (1944).

3.3.3 - AVALIACAO DO EFEITO SUBAGUDO DO EB SOBRE A
FUNCAO REPRODUTORA DE RATOS DE AMBOS OS SEXOS.

Grupos com seis e dez ratas virgens, com idades entre 90 e 120 dias, foram
tratadas respectivamente com EB 0,5 e 1,0 (g/kg), v.o., durante 30 dias
consecutivos. Nesse periodo, foram observadas as atividades gerais dos animais
e media semanal do peso. No primeiro dia apés o tratamento, ambos os grupos
(com seis e com dez ratas) foram submetidos ao acasalamento com ratos machos
nao tratados, respectivamente nas proporcoes 1:1 e 1:2 (macho:fémea). O
sucesso da copula foi confirmado pela presenca de espermatozoides no esfregaco
vaginal, fato que foi admitido como 1° dia de gestacdo. Apos o nascimento da
prole, foram determinados os parametros: numero de prole/mae, indice de
fertilidade (n° de ratas prenhas/ n° de ratas acasaladas), indice de gestacao (%
de fémeas prenhas/no. de fetos vivos), indice de viabilidade (% de sobrevida apos
4 dias), indice de lactacao (% de sobrevida apos o 21° dia de nascimento/n° de

nascimentos), peso corporal no 1° e 28° dia, proporcao macho/fémea, atividade

20



Avaliacdo toxicolégica pré-clinica do extrato bruto da Mentha crispa

geral e ainda observados aspectos macroscopicos gerais como polidactilia, as
quais, foram comparadas com o grupo controle.

O mesmo procedimento foi realizado para os grupos macho tratado x fémea
nao tratada e macho nao tratado x fémea nao tratada. Esse ultimo grupo serviu

como controle e recebeu apenas agua (ELBETIEHA, A. et al., 1998).

3.3.4 - AVALIACAO DO EFEITO SUBAGUDO DO EB SOBRE O
DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO EM RATAS PRENHAS.

3.3.4.1 - TRATAMENTO DURANTE O PERIODO DA GESTACAO

Trés grupos contendo 14, 10 e 10 ratas adultas virgens foram tratados por
v.o. respectivamente com EB (0,5 e 1,0g/kg) e agua (controle) a partir do 1° dia
de gestacao (presenca de espermatozoides no esfregaco vaginal), até a gestacao a
termo. Apos o nascimento da prole foram determinados os mesmos parametros

descritos no item anterior (PAUMGARTTEN, F.J. et al., 1998).

3.3.4.2 - TRATAMENTO COM EB DURANTE AS DIFERENTES
FASES DA GESTACAO

Apos 24h da copula (presenca de espermatozoides no esfregaco vaginal)
trinta e seis ratas (n=6/grupo), com idades entre 90 e 120 dias, das quais a
metade foi tratada por v.o., com EB 0,5g/kg e a outra recebeu agua (controle)
durante a fase I ou de fecundacao (1° ao 7° dia de gestacdo) fase II ou
embrionaria (8° ao 14° dia de gestacao) e fase III ou de desenvolvimento fetal (15°
ao 21° dia). Antes do nascimento dos filhotes, os grupos foram sacrificados e
apos laparotomia, determinado o numero de implantes e reabsorcoes e

observada a presenca ou nao de ma-formacao fetal. (ALMEIDA, E.R. et al., 2000).
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3.3.5 - EFEITO DA ADMINISTRACAO AGUDA DO EB (1g/kg)
SOBRE O PESO DOS RATOS ADULTOS E DOS PRINCIPAIS
ORGAOS .

Quatro grupos (n=10/grupo) de ratos machos virgens, com idades entre 90
e 150 dias foram tratados, durante 30 dias consecutivos por via oral, com EB
1,0g/kg ou agua (controle). Durante o periodo do tratamento foram observados
os comportamentos dos animais referentes a deambulacdo, consumo de agua e
racao, assim como, determinacdo semanal do massa corporal. Ao final do
tratamento, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e os 6rgaos:
coracao, figado, baco, rim, cérebro, pulmao, glandula adrenal, ducto deferente,

testiculo, ovario e utero foram identificados, removidos e determinado seu peso

umido em balanca analitica (VIDAYALAKSHMI, T., et al., 2000).

3.3.6. - EFEITO DA ADMINISTRACAO SUBAGUDA DO EB
(1g/kg) SOBRE oS PARAMETROS BIOQUIMICO E
HEMATOLOGICO EM RATOS DE AMBOS OS SEXOS .

Vinte e oito animais correspondendo a dois grupos machos e dois fémeas
(n=7/grupo) foram tratados durante 30 dias consecutivos pela v.o. com EB
1,0g/kg ou agua (grupo controle).

Para coleta de urina de 24 horas, cinco animais de cada grupo, na fase final
do tratamento foram transferidos para gaiolas metabdlicas, sendo dosados a
uréia (UV); a creatinina e o acido urico (cinética enzimatica).

No penultimo dia de tratamento, a racao dos animais foi retirada e no 30°
dia com os animais sob anestesia com éter, procedeu-se a coleta de sangue
(cerca de 4mL) por rompimento do plexo retro-orbital com auxilio de capilar de
vidro. Em seguida, o sangue foi processado para determinacdao do hemograma
(analisador de células hematologicas Coulter TKS) e os parametros bioquimicos:
glicose (plasma): enzimatico colorimétrico; creatinina (soro): cinética enzimatica;
transaminases (soro): cinética enzimatica; colesterol total (soro): enz. colest.

oxidade/peroxidase; triglicerideos (soro): GPO-PAP — enzimatico colorimétrico;
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fosfatase alcalina (soro): cinético enzimatico; bilirrubinas (soro): Mallou-Evelyn e
proteinas totais e fracoes (soro): biureto/VBC, através do aparelho Targa 3000

Randon Acess Chemistry Analyser. (COELHO, M.G.P., et al., 2001).

3.3.7 - EFEITO DA ADMINISTRACAO SUB-AGUDA DO EB
(1g/kg) SOBRE A MORFOLOGIA E MORFOMETRIA DOS ORGAOS.

Foram utilizados 18 ratos, subdivididos em trés grupos: controle (n=6) e
tratado macho (n=6) e fémea (n=6) com EB 1g/kg durante 30 dias consecutivos,
por via oral. Ao final desse periodo, os animais foram anestesiados com éter e
perfundidos (inicialmente, com solucao de NaCl em tampao fosfato de sodio a
0,05M e, em seguida, com solucao fixadora de formaldeido a 10%, em tampao
fosfato de sodio a 0,1M, pH 7,4) através de catéter inserido no ventriculo
esquerdo. Apos a perfusao, os tecidos foram cuidadosamente retirados e imersos
em liquidos de Bouin (obtido a partir do acido picrico saturado, formol puro e
acido acético glacial) utilizando-se 10x o volume e fixados “in totum” durante 48
horas, a temperatura ambiente (FARRIS, E. & GRIFFITH, J.Q. 1971; BAKER,
J.H., etal., 1979).

Apods a fixacao, as pecas foram desidratadas, diafanizadas e incluidas em
parafina (LISON, L., 1960; MICHALANY, J., 1980) conforme o que segue descrito

abaixo:

DESIDRATACAO: alcool etilico em ordem crescente

alcool a 70% - de um dia para o outro (até 24h) — renovado 3 vezes
alcool absoluto (100%) I — 1 hora e 30 minutos

alcool absoluto (100%) II — 1 hora e 30 minutos

DIAFANIZACAOQ: Dois banhos de xilol de 1 hora cada

xilol I - 1 hora

xilol II — 1 hora

IMPREGNACAQ: Parafina liquida — estufa a 57- 60° C - dois banhos de 1

hora cada
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Parafinal - 1 hora

Parafina Il — 1 hora

INCLUSAOQ: Foi realizada inclusdo em parafina a temperatura ambiente de

um dia para outro.

Com o material incluso em parafina, foram obtidos cortes com espessura de
aproximadamente 7um, em um micrétomo Leica RM 2025, utilizando-se
navalhas descartaveis da marca Jung. Apés a microtomia, as preparacoes foram
colocadas rapidamente em banho-maria para estiramento dos cortes, e foi obtida
a pescagem com uma lamina de vidro, limpa e besuntada com albumina. Logo
apos a pescagem, procedeu-se a secagem do material em estufa com
temperatura (£37°C) durante 24 horas. A seguir, as preparacoes foram
desparafinadas e hidratadas para serem submetidas a coloracdao pelo método

H.E. (LISON, L., 1960).

DESPARAFINAR: Dois banhos de xilol

xilol I - 5 minutos

xilol II - 5 minutos

HIDRATACAOQ: Alcool etilico em ordem crescente, até chegar na agua

alcool absoluto (100%) - 3 minutos
alcool a 90% - 3 minutos
alcool a 70% - 2 minutos

agua corrente - 10 minutos

COLORACAO:

hematoxilina - 1 minuto
agua corrente - 10 minutos

eosina - 3 minutos
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A seguir as preparacoes sofreram nova desidratacao e
diafanizacao para montagem em Balsamo do Canada.

DESIDRATACAO:

alcool a 70% - 2 minutos

alcool a 90% - 2 minutos
alcool absoluto (100%) - 2 minutos

alcool absoluto (100%) - 2 minutos

DIAFANIZACAOQ: Dois banhos de xilol

xilol I - 2 minutos

xilol II - 2 minutos

MONTAGEM DA LAMINA:

Meio de montagem: Balsamo do Canada

Secagem da lamina: Estufa a 60°C durante 24 horas

Nas laminas coradas e montadas foram observados e fotografados varios
campos em microscopio Zeiss, com objetivas de 5x, 10x, 20x, e 40x. Também foi
observada a morfometria, utilizando-se uma ocular de 10x, contendo no seu
interior um reticulo de Weibel com 25 pontos (WEIBEL, E.R., 1969). Este reticulo
foi projetado sobre os tecidos e contados os pontos em que incidiram os cortes
histologicos. Estes procedimentos foram realizados utilizando-se a objetiva de
40x, totalizando um aumento final 400x. Foram contados 400 pontos por

animal, totalizando 2400 pontos por grupo.

3.3.7.1 - CORACAO

As pecas foram observadas e fotografadas em microscopio Zeiss, e dados
morfomeétricos foram obtidos pela contagem de fibras musculares, seccionadas

de maneira transversal e longitudinal.
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3.3.7.2 - RINS

Foram observadas e fotografadas, ao microscopio Zeiss, diferentes regides
do cortex renal de ratos. Dados morfométricos foram obtidos pela contagem de

glomérulos e tubos contorcidos distais, totalizando um aumento final de 100x.

3.3.7.3 - CEREBRO

As pecas foram observadas e fotografadas em microscopio Zeiss e foram
analisadas seccoes transversais dos hemisférios cerebrais de rato em varias
regioes, A porcao cortical foi subdividida em seis camadas bem como a
substancia branca. Dados morfométricos foram obtidos a partir dos pontos que

incidiram sobre os neuronios.

3.3.7.4 - GENITALIA ACESSORIA

Foram retirados fragmentos de testiculo e epididimo e também de ovario e
tuba uterina. As pecas foram coradas pela técnica de hematoxilina-eosina

(MICHALANY, J., 1980) e observadas ao microscopio optico.

3.8 - ANALISE ESTATISTICA

Os valores foram expressos como médias = erro padrao das meédias, exceto
para a DLso, onde foram indicados os limites fiduciais para probabilidade de 5%.
As diferencas entre os grupos foram analisadas, através do programa Primer
versao 1.0 da McGraw-Hill (1998). Foi feita a comparacao de proporcoes (indices
de fertilidade, gestacao, viabilidade e lactacao e proporcao de machos e fémeas),
Qui-quadrado (indice de reabsorcao) e teste "t" de Student para amostras nao
pareadas (relacao prole/mae, peso, valores de bioquimica, hematologia e
morfometria). O nivel de significancia para rejeicao da hipotese de nulidade foi

sempre > a 5%.
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3.9 - REAGENTES:

alcool Etilico P.A.
acido acético glacial P.A.
acido picrico
coulter clenz
eosina

éter Sulfarico
formaldeido Puro
hematoxilina
isoton 3

kits bioquimica
lyse

NaCl P.A.
NaH>PO4

scater pak

xilol P.A.

Merck
Vetec
Merck
Coulter
Sigma
reagen
Reagen
Sigma
Coulter
Wiener Lab
Coulter
Reagen
Reagen
Coulter
MERCK

27



Avaliacdo toxicolégica pré-clinica do extrato bruto da Mentha crispa

IV RESULTADOS

4.1 - PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

4.1.1 - OBSERVACOES GERAIS

A administracao do EB (0,1 a 2,0g/kg) por via oral em camundongos e ratos
nao promoveu nenhuma alteracao na atividade geral dos animais em relacao ao
grupo controle. Por outro lado, por via i.p. em camundongos o EB 0,1 e 0,25g/kg
produziram ligeira reducao da movimentacao espontanea. Doses maiores 0,5 e
1,0g/kg induziram diminuicdo da movimentacao espontanea e da freqiiéncia
respiratoria, sedacdo, passividade e contorcoes abdominais. Apos 48h de
observacao 67% dos animais morreram. A analise macroscopica dos animais
mortos, nao demonstrou a presenca de pontos hemorragicos no coracao e
pulmao. O EB 2,0g/kg produziu sinais mais intensos. Em 48h de observacao
100% dos animais morreram. Em ratos, nas mesmas doses anteriores
observamos sinais similares aos descritos para camundongos, com cerca de 60 e
80% de mortes nas doses respectivamente de 1,0 e 2,0g/kg em 48h de

observacao.

4.1.2 - TOXICIDADE AGUDA

Via Oral: O EB nas doses de 0,5 a 4,0g/kg nao produziu morte em
camundongos e ratos de ambos os sexos por um periodo de até 14 dias de
observacao, dessa forma, nao foi possivel estimar o valor de DLso devido a

impossibilidade de obter concentracoes maiores (solubilidade do extrato).
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Via Intraperitoneal: Por essa via, o valor estimado da DLso de 24h, obtido
para ratos machos e fémeas foi, respectivamente, 1,04 (0,98-1,09) e 0,63 (0,57-
0,70) g/kg. Observe que as fémeas foram 1,65 vezes mais sensiveis do que os

machos.

4.1.3 - AVALIACAO DO EFEITO DO EB SOBRE A FUNCAO
REPRODUTORA DE RATAS

4.1.3.1 - FEMEA TRATADA COM EXTRATO BRUTO X MACHO
NAO TRATADO.

Nossos resultados mostram que o tratamento das ratas durante 30 dias
consecutivos com EB 0,5g/kg, v.o. nao modificou o ganho de peso nos grupos
controle e tratado respectivamente 9,6 e 10,6%: Inicio (controle = 229,2 + 4,4g e
tratado = 232,2 + 7,3g) e final do tratamento (controle = 251,1 + 6,4g e 256,7 +
5,9g). Da mesma forma, ndo constatamos qualquer alteracdo na atividade geral
incluindo consumo de racdo e agua das fémeas tratadas durante o periodo de
administracao em relacao ao grupo controle que recebeu apenas agua.

No grupo controle (Tabela I), decorrido o periodo de gestacao (cerca de 22
dias), as 6 ratas tiveram um total de 48 filhotes ou cerca de 8 filhotes por rata.
Ao final do quarto dia nao registramos mortes, mas até 21 dias (indice de
lactacao) registramos as mortes de 4 filhotes. No grupo tratado com EB 0,5g/kg,
a duracao da gestacao foi similar a observada no grupo controle, as 6 fémeas
geraram no total 43 filhotes ou cerca de 7,1 filhotes por rata. Ao término do
quarto dia nao registramos mortes, até 21 dias (indice de lactacao) observamos a
morte de apenas um filhote. Cabe salientar que a analise macroscopica do
animal nado mostrou nenhuma alteracdo que pudesse ser correlacionada ao
tratamento com EB. A atividade geral dos filhotes, avaliada apos o 28° dia de
vida, ndo mostrou qualquer alteracdo comportamental em relacdo ao grupo
controle. Como pode ser observado na (Tabela I), nenhum dos parametros de

reproducao foi modificado.
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No grupo controle (Tabela II), 15 ratas, de um total de 20, procriaram um
total de 151 filhotes ou cerca de 10 filhotes por rata. Ao final do quarto dia nao
observamos nenhuma morte, mas até o 21° dia contabilizamos 30 filhotes
mortos, a analise desses animais nao mostrou nenhuma alteracao macroscopica.
Os parametros de reproducao (Tabela II), mostram que nao houve diferenca
estatistica entre os grupos.

No periodo de tratamento com EB 1,0g/kg, nao constatamos qualquer
alteracao na atividade geral das fémeas, assim como, na duracao da gestacao (23
+ 0,8 dias) em relacao ao grupo controle (22 + 0,7 dias). As 8 ratas de um total de
10 procriaram no total 72 filhotes ou 9 filhotes por rata. Ao final do quarto dia,
nao observamos nenhuma morte, mas até o 21° dia, contabilizamos 12 filhotes
mortos, cuja analise nao mostrou nenhuma alteracao macroscopica. Os 60
filhotes restantes nao apresentaram diferenca na atividade geral em relacdo ao
grupo controle. Em duas ratas do grupo tratado e cinco do controle nao
observamos a presenca de espermatozoides no esfregaco vaginal. As variaveis de

reproducao estao expressos na tabela II.
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TABELA I: Variaveis de reproducao obtidos através do acasalamento entre ratos
Wistar do grupo controle e do grupo tratado: fémea tratada (EB, 0,5g/kg/30dias,

v.0.) x macho nao tratado.

VARIAVEIS “ONTROLE TRATADO
Prole/Mae 8,00 £ 1,10 7,10 £ 1,81
indice de Fertilidade 6/6 (100%) 6/6 (100%)
(ratas prenhas/ratas acasaladas)
indice de Gestacio 100% 100%
(% de fémeas prenhas com fetos vivos)
Indice de Viabilidade 100% 100%
(% de sobrevida apos 4 dias)
indice de Lactacio 91,66% 97,68%
(% sobrevida no 21°d/n° de nascimento)
Massa corporal 1° dia (g) 5,94 £ 0,42¢ 5,89 £ 0,80¢g
Massa corporal 28° dia (g) 54,70 £ 1,70g 57,50 + 1,50g
Proporcao de machos 51,47% 53,85%
Proporcao de fémeas 48,53% 46,15%

Os valores representam as médias * erro padrao das médias de 6 animais.

31



Avaliacdo toxicolégica pré-clinica do extrato bruto da Mentha crispa

TABELA II: Variaveis de reproducao obtidos através do acasalamento entre

ratos Wistar do grupo controle e do grupo tratado:

1,0g/kg/30dias, v.0.) x macho nao tratado.

fémea tratada (EB,

VARIAVEIS NTROLE TRATADO
Prole/Mae 10,06 + 0,63 9,00 £ 0,79
indice de Fertilidade 15/20 (75%) 8/10 (80%)
(ratas prenhas/ratas acasaladas)
indice de Gestacio 100% 100%
(% de fémeas prenhas com fetos vivos)
Indice de Viabilidade 100% 100%
(% de sobrevida apos 4 dias)
indice de Lactacio 80,14% 83,34%
(% sobrevida no 21°d/n° de nascimento)
Massa corporal 1° dia (g) 7,10 £ 0,20 7,5+ 0,20
Massa corporal 28° dia (g) 61,45+ 0,95 58,83 £ 1,04
Proporcao de machos 52,42% 54,54%
Proporcao de fémeas 47,58% 45,46%

Os valores representam as médias + erro padrao das médias de respectivamente 15 e

08 animais.
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4.1.4 - AVALIACAO DO EFEITO SUBAGUDO DO EB SOBRE O
DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO EM RATAS PRENHAS

4.1.4.1 - TRATAMENTO DURANTE O PERIODO DA GESTACAO

Nossos dados mostram que o ganho de peso ao final do periodo de gestacao
(cerca de 22 dias) no grupo tratado (EB 0,5 e 1,0g/kg), respectivamente, 19,07%
(inicio: 213,48 * 5,64g e final: 254,21 + 9,15g) e 20,67% (inicio: 208,25 + 6,40g e
final: 251,31 £ 8,04g) nao foi significativamente diferente em relacdo ao grupo
controle 18,93% (inicio: 220,38 + 4,80g e final: 262,10 + 6,30g). Em adicao, a
atividade geral nao foi modificada.

No grupo controle, decorrido o periodo de gestacao, as 11 ratas, de um total
de 14, fecundaram e tiveram um total de 94 filhotes ou cerca de 8,5 filhotes por
rata. Ao final do quarto dia de vida nao registramos nenhuma morte.

Nos grupos tratados com EB 0,5 e 1,0g/kg, a duracao da gestacao foi similar
a observada com o grupo controle. Nesses grupos, respectivamente, 13 e 7
fémeas, de um total de 14 e 10, fecundaram e tiveram no total 126 e 73 filhotes
ou cerca de 9,7 e 10,4 filhotes por rata. Nao registramos nenhuma morte ao final
de quatro dias de observacao em ambos os grupos. Entretanto, ao final de 21
dias, observamos, respectivamente, a morte de 13 e 5 filhotes. A analise desses
animais nao mostrou nenhuma alteracdo macroscopica. Os parametros de

reproducao nao diferiram estatisticamente do grupo controle (Tabela III).
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TABELA III: Variaveis reprodutivas de ratas tratadas durante a gestacao (cerca de

22 dias) com EB 0,5g/kg/dia, v.o.

VARIAVEIS “ONTROLE  EBO,5g/kg EB 1,0g/kg
Prole/Mae 8,55+£0,50 9,69+0,64 10,43 £1,28
indice de Fertilidade 11/14 (79%) 13/14(93%) 7/10 (70%)
(ratas prenhas/ratas acasaladas)
Indice de Gestacio 100% 100% 100%
(% de fémeas prenhas com fetos vivos)
Indice de Viabilidade 100% 100% 100%
(% de sobrevida apos 4 dias)
indice de Lactacio 100% 89,69% 93,15%
(% sobrevida no 21°d/n° de nascimento)
Massa corporal 1° dia 7,50+ 0,20 6,98+0,16 6,90 + 0,20
Massa corporal 28° dia 58,90 £ 0,70 57,17 £ 1,24 59,39 + 1,51
Proporcao de machos 42,60% 43,89% 38,67%
Proporcao de fémeas 57,40% 56,11% 61,33%

Os valores representam as meédias + erro padrao das médias de respectivamente: grupo

controle, 0,5g/kg e 1,0g/kg.
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4.1.4.2 - TRATAMENTO COM EB DURANTE AS DIFERENTES
FASES DA GESTACAO.

Apos laparotomia realizada antes da gestacao a termo nos grupos durante a
fase da fecundacao (1° ao 7° dia) observamos, implantacdo uniforme com valor
meédio de 8,66 e 8,33, respectivamente, para os grupos controle e tratado com
EB. Todos os caracteres embrionarios estavam presentes em ambos os grupos,
sem interferéncia da fertilidade nessa fase.

Na fase secundaria (embriogénese, 8° ao 14° dia) o valor médio do nuimero de
implantacdo para os grupos controle e tratado foi igual a 8,0. Nao houve
diferenca estatistica (qui-quadrado) no indice de reabsorcao entre os grupos
controle e tratado. A diferenciacao histologica e fisiologica apresentou-se normal.

Na fase fetal (gestacao a termo, 15° ao 21° dia), a laparotomia exploratoria
demonstrou auséncia de diferenca estatistica no indice de reabsorcao entre os
grupos controle e tratado. Os fetos de ambos os grupos se desenvolveram sem
deformidade nas implantacdes ao término do ciclo gestacional. Ao exame, nao
foram encontrados fetos com polidactilia, evisceracao fetal, fenda labial ou
exolftalmia. O utero foi examinado para verificacao dos sitios de implantacao ou
constatacao de feto morto, o que nao aconteceu.

O sistema de implantacao se distribuiu regularmente com tutero bicornio,
auséncia de ma formacao congénita com placenta homocorial em cada feto. O
valor médio do numero de implantacao para os grupos controle e tratado foi

respectivamente, 10,7 e 10,0 (Tabela IV).

35



Avaliacdo toxicolégica pré-clinica do extrato bruto da Mentha crispa

TABELA 1IV: Valores de implantacao e indice de reabsorcao apos administracao

do EB de Mentha crispa (0,5g/kg, v.0.) nos grupos controle e tratado, durante as

fases de fecundacao (1° ao 7° dia), embriogénica (8° ao 14° dia) e fase fetal (15° ao

210 dia).

1° ao 7° dia IMPLANTACAO REABSORCAO INDICE DE REABSORCAO

controle 52 0 0

tratado 50 0 0

8° ao 14° dia IMPLANTACAO REABSORCAO INDICE DE REABSORCAO

0]
4,17

controle 48 0
tratado 48 2

15° ao 21° dia IMPLANTACAO REABSORCAO INDICE DE REABSORCAO

0]
5,0

controle 64 0
tratado 60 3

Indice de reabsorcdo = ne de reabsorcao x 100/ n° de implantacao.
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4.1.5 - AVALIACAO DO EFEITO DO EB SOBRE A FERTILIDADE
DE RATOS

O tratamento dos ratos durante 30 dias consecutivos com EB 0,5 e 1,0g/kg
nao modificou a atividade geral dos animais em relacdo ao grupo controle.

No grupo controle, decorrido o periodo de gestacao, 6 fémeas acasaladas com
machos nao tratados geraram um total de 48 filhotes ou cerca de 8 filhotes por
rata. Ao final do quarto dia registramos a morte de 6 filhotes até o 21 dia nao
registramos mais mortes de filhotes. No grupo tratado das fémeas acasaladas
com machos tratados com EB 0,5g/kg, a duracao da gestacao foi semelhante A
obtida no grupo controle, as 6 fémeas geraram no total 56 filhotes ou cerca de
9,3 filhotes por rata. Ao final do quarto dia nao observamos nenhuma morte, mas
aos 21 dias observamos 7 mortes. A analise macroscopica dos animais nao
mostrou nenhuma alteracao que pudesse ser correlacionada ao tratamento com
EB. A atividade geral da prole avaliada apos o 28° dia de vida nao mostrou
qualquer alteracao comportamental em relacao ao grupo controle. A Tabela V
mostra que nenhuma das variaveis reprodutivas foi estatisticamente diferente do
grupo controle.

No grupo controle, 15 ratas de um total de 20, geraram um total de 151
filhotes ou cerca de 10 filhotes por rata. Ao final do quarto dia ndo observamos
nenhuma morte, até o 21 dia contabilizamos 30 filhotes mortos, a analise desses
animais nao mostrou nenhuma alteracado macroscopica.

Decorrido o tempo de gestacdo, o qual foi similar ao do grupo controle, 16
ratas, de um total de 20 acasaladas com machos tratados EB 1,0g/kg,
conceberam no total 135 filhotes ou 8,43 por rata. Ao final do quarto dia nao
observamos nenhuma morte, até o 21 dia registramos 22 mortes na prole. A
analise macroscopica dos animais ndao mostrou nenhuma alteracdo que pudesse
ser correlacionada com o tratamento do EB.

Os 113 filhotes restantes apresentaram desenvolvimento normal sem
alteracao na atividade geral quando comparado ao grupo controle. Na (tabela VI),
pode ser observado que os parametros de reproducao nao foram estatisticamente

diferentes do grupo controle.
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TABELA V: Variaveis de reproducao obtidas através do acasalamento entre ratos

Wistar do grupo controle e do grupo tratado: macho tratado (EB,

0,5g/kg/30dias,v.0.) x fémea nao tratada.

VARIAVEIS “ONTROLE TRATADO
Prole/Mae 8,00 £ 0,82 9,33 £ 0,93
indice de Fertilidade 6/6 (100%) 6/6 (100%)
(ratas prenhas/ratas acasaladas)
indice de Gestacio 100% 100%
(% de fémeas prenhas com fetos vivos)
Indice de Viabilidade 87,50% 100%
(% de sobrevida apos 4 dias)
Indice de Lactacao 87,50% 87,50%
(% sobrevida no 21°d/n° de nascimento)
Massa corporal 1° dia (g) 5,60 + 0,36 5,85 £ 0,60
Massa corporal 21° dia (g) 47,50 £ 1,70 44,7 + 0,83
Proporcao de machos 47,62% 48,55%
Proporcao de fémeas 52,48% 51,45%

Os valores representam as médias + erro padrao das médias de 6 animais.
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TABELA VI: Variaveis de reproducao obtidas através do acasalamento entre

ratos Wistar do grupo controle e do grupo tratado: macho tratado (EB,

1,0g/kg/30dias,v.0.) x fémea nao tratada.

VARIAVEIS “ONTROLE TRATADO
Prole/Mae 10,06 + 0,63 8,43 £ 0,88
indice de Fertilidade 15/20 (75%) 16/20 (80%)
(ratas prenhas/ratas acasaladas)
Iindice de Gestacao 100% 100%
(% de fémeas prenhas com fetos vivos)
Indice de Viabilidade 100% 100%
(% de sobrevida apos 4 dias)
indice de Lactacio 80,14% 83,71%
(% sobrevida no 21°d/n° de nascimento)
Massa corporal 1° dia (g) 7,10 £ 0,20 7,00 £ 0,09¢g
Massa corporal 28" dia (g) 61,45 + 0,95 61,39 £ 1,39¢
Proporcao de machos 52,42% 54,9%
Proporcao de fémeas 47,58% 45,1%

Os valores representam as médias + erro padrao das médias de 15-16 animais.
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4.1.6 - EFEITO DA ADMINISTRACAO SUBAGUDA DO EB
(1g/kg) SOBRE A MASSA CORPORAL DOS RATOS ADULTOS E
DOS PRINCIPAIS ORGAOS.

Durante o periodo de tratamento, os grupos experimentais nao apresentaram
alteracoes na atividade geral ou do consumo de agua e racao em relacao aos
grupos controles. O ganho ponderal de peso dos grupos controles (macho 23,3%
e fémea 8,3%) e grupos tratados (macho 22,9% e fémeal0,5%) nao diferiram
estatisticamente (Figura 1, A e B).

Da mesma forma, nao observamos diferencas estatisticamente significativas
no peso umido dos Orgaos para os ratos de ambos os sexos, entre os grupos

controle e tratado como pode ser observado na (Tabela VII).
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FIGURA 1: Valores de massa corporal apos tratamento prolongado durante 30
dias consecutivos com EB 1,0g/kg de Mentha crispa pela via oral em ratos

fémeas (A) e machos (B) adultos.
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TABELA VII: Massas dos orgaos (mg)/100g de peso de animal. apods tratamento

prolongado, durante 30 dias consecutivos, com 1,0g/kg de EB pela via oral,

respectivamente, em ratos de ambos os sexos.

MACHO CONTROLE TRATADO
Coracao 412 +21 377 £ 42
Figado 3274 + 132 2983 + 181
Baco 348 £ 75 306 £ 56
Rim 707 £ 51 701 £ 32
Cérebro 917 £ 72 797 + 64
Pulmao 770 £ 105 741 £ 138
Adrenal 30,0 £ 5,0 29,0 £ 4,0
Ducto deferente 59 £ 3,0 64,0 £ 5,6
Testiculo 1450 = 60 1502 + 33

FEMEAS CONTROLE TRATADO
Coracao 414 £+ 20 367 + 31
Figado 3362 + 161 3068 £ 210
Baco 238+ 11 233+ 15
Rim 883 £ 31 748 + 62
Cérebro 686 + 83 712 £ 42
Pulmao 708 + 121 717 £ 152
Adrenal 19,0 + 3,3 22,0+ 3,0
Ovario 0,47 +£0,3 0,40 £ 0,4
Utero 386 + 133 378 £ 126

Obs: Os valores representam as médias + e.p.m. de 10 animais.

Nao foi observada nenhuma alteracdo macroscopica dos orgaos.
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4.1.7 - EFEITO DA ADMINISTRACAO SUBAGUDA DO EB
(1G/KG) SOBRE PARAMETROS BIOQUIMICO E HEMATOLOGICO
EM RATOS ADULTOS DE AMBOS OS SEXOS.

O tratamento prolongado com EB nao modificou os perfis bioquimico e

hematologico dos ratos em relacao aos grupos controle, conforme mostrados nas

tabelas VIII, IX, X, e XI.

TABELA VIII: Valores dos parametros bioquimicos apos tratamento prolongado,

durante 30 dias consecutivos, com EB 1g/kg de Mentha crispa pela via oral, em

ratos machos adultos.

PARAMETRO CONTROLE TRATADO
Glicoser (mg/dl) 132,6 £+ 2,4 134,3 £ 3,8
Creatininas (mg/dl) 0,36 £ 0,03 0,32 £ 0,05
Aspartato-aminotransferases (U/L) 124,6 £+ 1,8 133,8 £ 6,5
Alanina-aminotransferases (U/L) 64,0 £ 4,1 69,6 £ 1,0
Colesterol totals (mg/dl) 48,3 £ 3,0 52,4+1,4
Triglicerideoss (mg/dl) 56,4 £ 4,8 69,1 £ 10,5
Fosfatase alcalinas (U/L) 301,4 £45,4 319,6 £ 29,5
Bilirrubina totals (mg/dl) 0,20 = 0,02 0,22 +£ 0,02
Bilirrubina diretas (mg/dl) 0,10 £0,01 0,12 £ 0,02
Bilirrubina indiretas (mg/dl) 0,10+ 0 0,10+ 0
Proteinas totaiss (g/dl) 6,73 + 0,09 6,16 = 0,05
Albuminas (g/dl) 3,86 £0,10 4,38 + 0,04
Globulinas (g/dl) 2,86+ 0,19 1,78 £ 0,04
Uréiav (mg/dl) 6800 + 590 5110 £ 450
Creatinina® (mg/dl) 51,0+ 5,3 67,3+3,9
Acido aricov (mg/dl) 26,4 + 3,6 30,6 £ 5,1

Obs: 1- Os valores representam as médias + e.p.m. de 7 animais.

2- (p) indica plasma, (s) indica soro e (4) indica urina.
3- Aspartato-aminotransferase = transaminase glutamico-oxalacética (TGO).
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TABELA IX: Valores dos parametros bioquimicos, apdés tratamento prolongado,
durante 30 dias consecutivos, com EB 1g/kg de Mentha crispa pela via oral, em

ratas adultas.

PARAMETRO CONTROLE TRATADO
Glicoser (mg/dl) 111,3+4,3 119,0 £ 5,7
Creatininas (mg/dl) 0,37 £ 0,05 0,42 £ 0,03
Aspartato-aminotransferases (U/L) 123,6 £ 7,3 116,8 £ 6,5
Alanina-aminotransferases (U/L) 55+1,0 49 £ 5,7
Colesterol totals (mg/dl) 88,4 £ 8,0 82,0+ 2,8
Triglicerideoss (mg/dl) 81,5+ 11,1 52,4+5,9
Fosfatase alcalinas (U/L) 295,2 + 25,8 271,4 + 17,5
Bilirrubina totals (mg/dl) 0,200 0,200
Bilirrubina diretas (mg/dl) 0,10+ 0 0,10+ 0
Bilirrubina indiretas (mg/dl) 0,100 0,100
Proteinas totaiss (g/dl) 6,36 £ 0,07 7,16 £ 0,15
Albuminas (g/dl) 4,54 £ 0,06 4,13 £ 0,07
Globulinas (g/dl) 1,82 £ 0,07 3,03+0,11
Uréiav (mg/dl) 3600 £+ 287 4000 = 350
Creatininav (mg/dl) 39,6 £7,5 55+ 12
Acido aricov (mg/dl) 8,66+ 1,0 7,0+0,9

Obs: 1- Os valores representam as médias *+ e.p.m. de 7 animais.

2- (p) indica plasma, (s) indica soro e () indica urina.

3- Aspartato-aminotransferase = transaminase glutamico-oxalacética (TGO).
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TABELA X: Valores dos parametros hematolégicos, apos tratamento prolongado,

durante 30 dias consecutivos, com EB (1g/kg) pela via oral, em ratos machos

adultos.

CONTROLE TRATADO

eritrocitos (109/mmb3) 8,32 £ 0,12 7,85 £ 0,36
hemoglobina (g%) 15,80 £ 0,30 16,00 = 0,20
hematoécrito (%) 47,20 £ 1,41 47,62 £ 0,72
VCM (f]) 57,00 £ 1,50 61,20 + 3,00
HCM (pg) 19,00 £ 0,50 20,80 = 1,00
CHCM (g/d]) 33,70 £ 0,30 33,80 + 0,20
leucocitos (103 /mms3) 8,13 £ 0,94 9,04 £ 0,68
Bastonetes (%) 0 0

segmentados (%) 15,44 + 3,73 12,67 £ 1,41
eosinofilos (%) 0,64 £ 0,28 0,47 £ 0,25
basofilos (%) 0 0

linfocitos tipicos (%) 81,71+ 10,23 84,33 £ 6,61
linfocitos atipicos (%) 0 0

monaocitos (%) 2,21 £ 1,06 2,53 £ 0,33

Os valores representam as médias * erro padrao de 7 animais.

Série eritrocitaria: Grupo controle e tratado apresentam normocitose e normocromia
(7/7).

Grupo controle - leucocitos morfologicamente conservados (7/7).
Auséncia de eosinofilos ao estudo da lamina (1/7).

Grupos Controle e tratado aparentemente normais em numero e
morfologia (7/7).

Série branca:

Série Plaquetinea:

VCM: Volume Corpuscular Média
HCM : Hemoglobina Corpuscular Média

CHCM : Concentracao de Hemoglobina Corpuscular Média

45



Avaliacdo toxicolégica pré-clinica do extrato bruto da Mentha crispa

TABELA XI: Valores dos parametros hematologicos apos tratamento prolongado

durante 30 dias consecutivos com EB (1g/kg) pela via oral em ratos fémeas

adultas.

CONTROLE TRATADO

eritrocitos (106/mm?3) 7,45 0,17 7,28 £ 0,14
hemoglobina (g%) 14,86 £ 0,30 13,10 £ 1,33
hematoécrito (%) 42,46 = 1,40 41,52 £ 0,91
VCM (f]) 56,66 = 0,54 56,80 + 0,65
HCM (pg) 20,00 = 0,47 18,20 £ 2,06
CHCM (g/d]) 35,30 £ 0,72 31,60 * 3,49
leucocitos (103 /mms3) 6,23 £ 0,42 7,59 £0,13
Bastonetes (%) 0 0
segmentados (%) 14,00 = 2,29 17,30 £ 3,84
eosinofilos (%) 0 0
basofilos (%) 0 0
linfocitos tipicos (%) 80,07 £ 6,27 78,79 £ 13,14
linfocitos atipicos (%) 0,38 £ 0,31 0,05 + 0,04
monocitos (%) 5,55+0,71 3,86 = 0,92

Os valores representam as médias * erro padrao de 7 animais.

Série eritrocitaria:

Série branca:

Série plaquetinea:

Grupo controle - normocitose e normocromia (7/7).
Grupo tratado - discreta policromasia (1/7).

Grupo controle - leucocitos morfologicamente conservados (7/7).
Auséncia de eosinofilos ao estudo da lamina (1/7).

Grupos controle e tratado aparentemente normais em numero e
morfologia (7/7).
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4.1.8 - EFEITO DA ADMINISTRACAO SUBAGUDA DO EB (1g/kg)
SOBRE A MORFOLOGIA E MORFOMETRIA DOS ORGAOS.
4.1.8.1 - CORACAO

4.1.8.1.1- DADOS MORFOLOGICOS

Em nosso estudo, observamos que em cortes transversais de fibras
musculares do miocardio de ratos, apos tratamento durante 30 dias com EB,
apresentam-se: com circunferéncia normal; nucleos localizados centralmente,
levemente eucromatico; o citoplasma é acidofilo com miofibrilas também
seccionadas transversalmente (Figura 2 e 3). Em cortes longitudinais, os nucleos
localizados centralmente mostram-se bem ovalados em discos intercalares e

apresentam-se com disposicao normal (Figura 4).

FIGURA 2: Fotomicrografia (Escala 50um) de corte histologico transversal de
fibras musculares do miocardio de rato submetido a tratamento prolongado por

30 dias com EB (1g/kg, v.o.). Notar a integridade do tecido muscular estriado

cardiaco (coloracao HE).
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FIGURA 3: Fotomicrografia (Escala 25um) de corte transversal do miocardio
de rato submetido a tratamento prolongado por 30 dias com EB (lg/kg).
Visualizar as fibras musculares, bem como a posicao dos nucleos localizados

centralmente nas células (FM). Fibroblastos (FB), (coloracao HE).

FIGURA 4: Fotomicrografia (Escala 25um) de corte longitudinal de fibras
musculares do miocardio de rato submetido a tratamento prolongado por 30 dias
com EB (1g/kg, v.0). Observar nucleos localizados centralmente (N) e discos

intercalares (seta). (F), Fibroblastos (Coloracao HE ).
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4.1.8.1.2 - DADOS MORFOMETRICOS:

Utilizando um reticulo de WEIBEL com 25 pontos para a avaliacao
morfométrica do miocardio (Figura 5) de ratos submetidos a tratamento
prolongado por 30 dias com EB (1g/kg, v.0.). A analise morfométrica mostrou
que nao houve diferencas estatisticamente significantes entre os grupos controle

(375,2 £ 4,57) e tratado (352,5 + 3,37).

400 |
300
4
‘g 200 f | controle
o E Tratado
100 |
0

Miocadio

FIGURA 5: Média da morfometria de fibras musculares miocardicas de ratos

submetidos a tratamento prolongado por 30 dias com EB (1g/kg, v.o.).
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4.1.8.2- RINS

4.1.8.2.1 - DADOS MORFOLOGICOS

Nosso estudo demonstrou que a regiao cortical do rim de ratos submetidos a
tratamento cronico com o EB (1g/kg), apresenta glomérulos e tubulos
contorcidos distais com concentracao e disposicao celular normal (Figura 6).

Analisamos mais detidamente os tibulos contorcidos distais e glomérulos. Os
tubulos apresentam epitélio simples cubico, com nucleo central (Figura 7). Os
glomérulos apresentam alcas capilares centrais associadas a capsula de Bowman
(Figura 9). O folheto pariental apresenta células pavimentosas simples com
nucleo achatado e heterocromatico. O espaco glomerular apresenta-se entre as

alcas capilares e o folheto pariental da capsula de bowman (Figura 7).

FIGURA 6: Fotomicrografia (Escala 100um) de corte transversal da regiao cortical
de rim de rato submetido a tratamento prolongado com o EB (1g/kg, v.o, por 30
dias). Evidenciar disposicdao normal de glomérulos (G) e tubos contorcidos distais

(TD) (Coloracao HE).
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FIGURA 7: Fotomicrografia (Escala 25um) de corte transversal da regiao cortical
de rim de rato submetido a tratamento prolongado por 30 dias com EB (1g/kg,
v.0). Presenca de células cubicas (CC) e nucleos centrais nos tabulos contorcidos
distais (TD) e (G) glomérulos. Visualizar disposicdo de células planas do epitélio
simples pavimentos presentes na capsula de Bowman (seta). Observar também,

E: espaco glomerular (Coloracao- HE).
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4.1.8.2.2 - DADOS MORFOMETRICOS

A analise quantitativa da contagem de glomérulo (G) e tubulo contorcido

distal do cortex renal mostrou que nao houve diferencas estatisticamente

significantes entre os grupos controle (G = 40,30 + 3,0 e TCD = 50,80 + 3,13 ) e
tratado (G = 41,50 £ 2,81 e TCD = 51,50 £ 2,77).
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FIGURA 8: - Resultados da morfometria da regidao cortical do rim de ratos

submetidos a tratamento prolongado por 30 dias com EB (1g/kg, v.0), utilizando

um reticulo de WEIBEL com 25 pontos. Foram analisados 400 pontos por animal

e contados os pontos que incidiram sobre glomérulos e tubos contorcidos distais

dessas regioes.
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4.1.8.3 - CEREBRO:

4.1.8.3.1 - DADOS MORFOLOGICOS

Foram analisadas seccoes transversais dos hemisférios cerebrais de rato em
varias regioes, as quais se apresentaram subdivididas estruturalmente em uma
regiao cortical mais escura e uma regiao medular mais clara.

A porcao cortical apresentou-se subdividida em seis camadas, que da
superficie em direcao a camada medular mostrou as seguintes caracteristicas:

A primeira camada mostrou poucos corpos celulares de neurénios, os quais
aparecem mais alongados e correm paralelamente a superficie do cortex cerebral.
Outros nucleos menores mais arredondados e heterocromaticos aparecem entre
os corpos celulares de neurdnios e evidenciam caracteristicas de células
neurogliais. Entre os nucleos basofilos desta camada aparece uma regido mais
acidofila, rica em fibras amielinicas e prolongamentos de células nervosas e gliais
(Figura 9).

A segunda camada apresenta uma maior condensacao de corpos celulares.
Estas células sao pequenas e apresentaram formato piramidal ou estrelado.
Quando piramidais, o vértice da piramide comumente € voltado para a superficie
cortical. Quando estreladas, o corpo celular apresenta varias projecoes
citoplasmaticas que partem radialmente para todos os lados. Entretanto, nesta
camada, as células ainda sao pequenas. Entre os corpos celulares, um neurépilo
acidofilo, constituido por prolongamentos dendriticos e fibras nervosas dispersas
esta presente (Figura 10).

A terceira camada apresenta corpos celulares de células piramidais (Figura
11), porem maiores que os da segunda camada. Células neurogliais pequenas
estao presentes. Substancia intercelular acidéfila, rica em fibras e
prolongamentos dendriticos separam estas células.

Na quarta camada, ocorre também a presenca de células estreladas na
mesma forma como na segunda camada, porém todas estdo mais densamente

agrupadas; o neuropilo € menos extenso.
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Na quinta camada, aparecem células piramidais muito grandes, maiores que
nas camadas descritas anteriormente. Também sao observadas células poligonais
e estreladas menores em numero que as piramidais (Figura 12).

Na sexta camada, ocorre a presenca de corpos celulares com variadas formas.
Encontramos células piramidais, fusiformes, estreladas e globosas. Células gliais
menores se confundem entre as mesmas. Uma substancia intercelular rica em
fibras nervosas e prolongamentos celulares separam as células, ao mesmo tempo
que se associa adjacentemente com a substancia branca.

Célula neurogliais estdo dispersas tanto na substancia branca quanto na
cinzenta, e apresentam uma variacdo em tamanho, forma e densidade de
coloracao nuclear.

Abaixo da regido cortical, uma outra regido rica em axonios mielinicos
caracteriza substancia branca. Na mesma encontramos células pequenas, de
nucleo ora arredondado, ora achatado, dispersos. Estas células sao
caracteristicas de elementos neurogliais, nao sendo observado halo
citoplasmatico ao redor do nucleo das mesmas.

Perifericamente, envolvendo todo o cortex cerebral, uma camada de tecido
conjuntivo frouxo € evidente e esta intimamente associada ao tecido nervoso.
Apresenta arteriolas de pequeno porte e capilares que mergulham em direcao ao
conjuntivo que invade o interior da massa nervosa formando pequenos septos.

Estas caracteristicas morfolégicas foram observadas tanto nos grupos
tratados (machos e fémeas) indistintamente, como no grupo controle. Portanto,
nao encontramos diferencas morfologicas na disposicao, no tamanho, densidade,
nem na forma das células. Assim sendo, utilizamos uma uUnica descricao

morfologica para todos os grupos.
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FIGURA 9: Fotomicrografia (Escala 100um) do cortex cerebral de rato submetido
a tratamento prolongado por 30 dias com EB (l1g/kg). Espessura normal da
camada plexiforme (P) e da camada granular externa, a disposicdo e o tamanho

das células se apresentam com caracteristicas estruturais normais.

FIGURA 10: Fotomicrografia (Escala 50um) do cortex cerebral de rato submetido
a tratamento prolongado por 30 dias com EB (lg/kg). Células nervosas

granulares (G) com caracteristicas estruturais normais - coloracao HE.
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FIGURA 11: Fotomicrografia (Escala 50um) do cortex cerebral de ratos
submetido a tratamento prolongado por 30 dias com EB (1g/kg). Células

nervosas piramidais (P), morfologicamente normais.

FIGURA 12: Fotomicrografia (Escala 25um) do cortex cerebral de rato
submetido a tratamento prolongado por 30 dias com EB (1g/kg). Hipocampo (H)

integro com uma concentracdo normal de neurénios granulares (Coloracao HE).
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4.1.8.3.2 - DADOS MORFOMETRICOS:

A analise quantitativa das células do cortex cerebral de rato nao

mostrou diferencas significantes, entre os grupos controle (41,33 + 1,91) e

tratado (macho = 41,83 £ 2,01 e fémea = 40,5 * 2,43), conforme ilustrado

na.figura 13.
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FIGURA 13: - Resultados da morfometria do coértex cerebral de ratos,

utilizando um reticulo de WEIBEL com 25 pontos. Foram analisados 400 pontos

por animal, e contados os pontos que incidiram sobre os nucleos dos neuronios.

4.1.8.4 - TESTICULOS E TUBULOS SEMINIFEROS:

4.1.84.1 - DADOS MORFOLOGICOS

O testiculo apresentou, no espaco intersticial, as células de Leydig de forma
arredondada ou poligonal com nucleo central e citoplasma acidoéfilo, além de

tecido conjuntivo com sua diversidade caracteristica.
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FIGURA 14: Fotomicrografia do testiculo de rato submetido a tratamento
prolongado por 30 dias com EB (1g/kg, v.0). E: espaco intersticial; T: Tubulos

seminiferos (obj 10x., coloracao HE).

FIGURA 15: - Fotomicrografia do testiculo de rato submetido a tratamento
prolongado por 30 dias com EB (1g/kg, v.o). L: células de Leydig; T: tubulos

seminiferos (obj 40x).
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FIGURA 16: Fotomicrografia do tubulo seminifero de rato submetidos a
tratamento prolongado por 30 dias com EB (1g/kg, v.0). m : membrana basal; eg:
espermatogonia; et — espermatocito; ez — espermatozoéide; s — células de Sertoli

(obj 40x, Coloracao H.E).

Os tubulos seminiferos encontraram-se revestidos pela membrana basal
(Figura 14). No interior desses tubulos visualizaram-se as células da linhagem
germinativa masculina em diferentes estagios de desenvolvimento (Figuras 15 e
16), indo desde espermatogonias até espermatozoides, bem como as células de
Sertoli, claras, com o nucleo triangular e citoplasma caracteristico.

O epididimo mostrou-se revestido por um epitélio pseudo-estratificado
composto por células cilindricas dotadas de estereocilios além de células basais
(Figuras 17 e 18). Envolvendo o epididimo observou-se uma espécie de capsula
constituida por tecido conjuntivo fibroso e, na luz desse 6rgao, evidenciam-se os
espermatozéoides. Nao observamos diferencas na morfologia ente os grupos:

tratado e controle.
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FIGURA 17: Fotomicrografia de Epididimo de rato submetido a tratamento
prolongado por 30 dias com EB (1g/kg). E — epitélio; EZ — espermatozoide; C -
capsula (Obj. 10x).

FIGURA 18: Fotomicrografia do epididimo de rato submetido a tratamento
prolongado por 30 dias com EB (1g/kg, v.0). E — epitélio; EZ — espermatozoéide; C
- capsula (Obj. 40x).
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4.1.8.5 - OVARIOS E TUBA UTERINA:

4.1.8.5.1 - DADOS MORFOLOGICOS

Ovario apresentando regido medular com numerosos vasos sanguineos e
regular quantidade de tecido conjuntivo frouxo morfologicamente normal (Figura

19).

FIGURA 19: Fotomicrografia do ovario de rata submetida a tratamento

prolongado por 30 dias com EB (1g/kg), (Obj. 10x).

Na regiao cortical (Figuras 20 e 21), evidenciam-se foliolos em diversos

estagios de amadurecimento com estruturas normais.
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Figura 20: Fotomicrografia da regiao cortical do ovario de rata submetida a

tratamento prolongado por 30 dias com EB (1g/kg), (Obj. 10x).

FIGURA 21: Fotomicrografia da regido cortical do ovario da rata submetida a
tratamento prolongado por 30 dias com EB (1g/kg, v.0). FM - Foliculo maduro
com aspecto morfolégico normal (Obj. 40x).
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FIGURA 22: Fotomicrografia dos corpos luteos da rata submetida
a tratamento prolongado por 30 dias com EB (1g/kg, v.o0). Estruturas
normais de (CL) corpos luteos bem desenvolvidos (obj. 40x).

Observou-se a tuba uterina com suas estruturas caracteristicas. A mucosa
possui dobras longitudinais numerosas e longas. O revestimento epitelial da tuba
uterina mostrou-se constituido por uma unica camada de células cilindricas
ciliadas, apresentando algumas células secretoras também cilindricas. A camada
muscular é formada por fibras musculares lisas, separadas por tecido conjuntivo
e revestida externamente pelo tecido conjuntivo da serosa. De maneira similar ao
observado com testiculo e tubulo seminifero, nao observamos alteracoes na

morfologia dos ovarios e tuba uterina (Figuras 22 e 23).
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FIGURA 23: Fotomicrografia da tuba uterina com suas estruturas
caracteristicas de rata submetida a tratamento prolongado por 30 dias com EB

(1,0g/kg, v.o), (obj. 10x).
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V - DISCUSSAO

Nossos resultados mostraram que o EB de Mentha crispa, uUnico
componente ativo do giamebil plus® € um fitoterapico seguro, possui baixa
toxicidade por via oral e nao interfere no processo de reproducao, em ratos.

A partir do estudo de observacao geral, v. 0., podemos supor que a maior
mortalidade induzida pelo extrato para os camundongos em relacao aos ratos,
deva ser explicada, inicialmente por variaveis concernentes a espécie animal. Por
outro lado, a diferenca dos efeitos entre as duas diferentes vias de administracao
usadas, provavelmente se justifique pela presenca de constituintes no extrato
bruto (ex: 6xido de piperitenona, linoleno, gama-moruleno, entre outros), os quais
poderiam ter efeitos letais apés ampla absorcao, a partir da administracao por via
intraperitoneal, fato esse nado observado pela via oral, ou pelo menos, que essa via
nao proporcione um padrao de absorcao que leve a obtencao de concentracoes
plasmaticas suficientes para provocar letalidade.

Na estimativa da DLso, o padrao de resposta confirmou os resultados
obtidos anteriormente na atividade geral, ou seja, por via oral nao houve morte
até 4,0g/kg em ratos e camundongos de ambos os sexos. Esses dados sugerem, a
principio, que o extrato apresenta baixissima toxicidade por via oral, uma vez
que, utilizamos uma dosagem cerca de 935 vezes maior que a dose empregada na
terapéutica e, ndo observamos toxicidade. Ja pela via intraperitoneal, a DLso de
24 horas em ratos machos foi cerca de 1,65 vezes maior que a obtida para as
fémeas. O motivo dessa diferenca desconhecemos, entretanto alguns dados da
literatura mostram que essas diferencas sao relativamente comuns, como por
exemplo os compostos, paration etilico, endrin, endossulfiran, apresentam em
ratas DLsp menores (LARINI, L., 1993) ou maiores que as obtidas para o macho,
como no caso do clorprofam (TANAKA, T., et al., 1997).

PARRA, A.L., et al. (1997), avaliando a toxicidade aguda por via oral do
extrato fluido da Mentha spicata L. (precursora da Mentha crispa) observou que a
DLso da mesma se encontrava acima de 2,0g/kg.

Apesar de nao ter obtido o valor de DLso por via oral, tinhamos uma relativa
seguranca que o extrato apresentava baixa toxicidade, segundo a classificacao de

toxicidade adotada pela Comunidade Européia, (BARROS, S.B.M. & DAVINO, S.
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C., 2003) partimos entao para avaliar o efeito do tratamento prolongado sobre a
fertilidade e performance reprodutiva, usando extrato, 0,5 e 1,0g/kg que ao final
dos 30 dias de administracao, representava uma dose cerca de 700 e 1400 vezes

maior que a empregada na posologia do Giamebil plus®.

TabelaXII: Critérios utilizados ela comunidade Européia na Classificacao de

toxicidade.
Categoria DL 5o oral para ratos
(mg/kg peso corporeo)
Muito toxico Menor que 25
Toxico De 25 a 200
Nocivo De 200 a 2000

As razodes pelas quais nos levaram a estudar a seguranca da administracao
prolongada do EB sobre a fertilidade, desenvolvimento embrionario e performance
reprodutiva se baseiam fundamentalmente: - na maior susceptibilidade da
mulher a doencas infecciosas e a influéncia dessas sobre as fases da
gravidez/lactacao (BEDRAN, J.N., 1988). - Na mudanca de habito alimentar, que
via de regra predomina uma dieta baseada em vegetais com a finalidade de
reduzir ou compensar o excesso de calorias adquirida durante a gestacao, mas
que por outro lado, expde a gestante a maior probabilidade de adquirir
parasitoses, principalmente giardiase e finalmente a auséncia de estudos com o
extrato sobre essas fases, que por si representam um risco para a administracao
de qualquer droga, inclusive antiparasitarias que podem produzir alteracoes no
embriao, feto ou lactente.

Nas Tabelas (I e II) pode-se constatar que a administracdo do extrato nao
modificou os indices de fertilidade do grupo tratado em relacao ao grupo controle.
Esses indices, no caso, refletem a capacidade de as fémeas serem fecundadas. Ja
esta bem estabelecido (GARLAND, T. & CARTIER, P.A., 1994) que uma das
causas mais comuns da esterilidade feminina é a auséncia de ovulacao, que pode
ocorrer devido a hipossecrecdo dos hormonios hipofisarios ou por anormalidades
ovarianas. Nossos resultados mostram que o extrato, possivelmente, nao

interferiu significativamente nos processos hormonais que levam a ovulacao,
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como também, provavelmente, ndo provocam alteracoes funcionais nos ovarios.
Esses dados sao reforcados visto que a média de filhotes por mae também nao se
encontrou significativamente alterado em relacdo ao grupo controle, indicando,
com isso que, além de as fémeas manterem a capacidade de serem fecundadas,
apresentam também um numero normal de filhotes que, segundo (HARKNESS,
J.E., 1993), varia entre 6 e 12 filhotes (vide, Tabela XII, Apéndice).

O indice de gestacao que indica a relacao de fémeas prenhas com fetos vivos
reflete também a capacidade de as fémeas fecundadas levarem a prenhez a
termo, sem ocorréncia de alteracoes fetais, que possam ser incompativeis com a
gestacdo e que levem a interrupcao da prenhez. Esses resultados nos ddao um
indicativo de que o uso do extrato nao produz alteracdoes estruturais ou
metabolicas durante a gestacao em ambos, mae e embrido, como fertilizacao de
gametas anormais geneticamente, anomalias na fertilizacao, irregularidades na
divisdo do embrido que possam levar a inviabilidade no progresso da procriacao
ou a ocorréncia de partos prematuros (BEDRAN, J.N., 1988).

O indice de viabilidade mostra o percentual de sobrevida da prole até o
quarto dia de nascimento, ou seja, indica alteracoes morfofuncionais (alteracoes
estruturais ou metabdlicas no feto), as quais seriam incompativeis com a vida e
levariam a morte prematura dos recém-nascidos. Nossos dados (Tabelas I e II)
mostram que nao houve diferenca do grupo tratado em relacédo ao controle.

Algumas malformacoes induzem a morte nos primeiros dias de vida, outras
nao provocam a morte logo apos o nascimento, mas por também comprometer o
funcionamento do organismo, levam, depois de um periodo maior de tempo, ao
Oobito do recém-nascido. Estes tipos de malformacoes sao observados pela
avaliacao do indice de lactacao, onde expressa a percentagem de sobrevida da
prole no 21° dia em relacdo ao numero de animais nascidos. Em nossos dados
nao foram observadas diferencas significativas neste indice entre os dois grupos.

O ambiente intra-uterino adverso leva geralmente ao retardo do crescimento
fetal. As anomalias congénitas associadas ao tamanho fetal diminuido e ao
nascimento se constituem em um grande grupo nos quais podemos citar
basicamente: anomalias cromossomicas, erros inatos do metabolismo, baixa
estatura primordial (RAMOS, J.L.A., 1986). Para avaliarmos se o extrato poderia

induzir malformacoes que pudessem comprometer o desenvolvimento normal do
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feto foram calculados as médias de peso no primeiro dia de vida do grupo tratado
com os respectivos controles. Estas médias também nao foram significativamente
diferentes (tabelas I e II). Segundo HARKNESS, J.E. (1993), o peso de um rato no
primeiro dia de vida se situa entre 5 e 6g. Cabe salientar que, em alguns dos
nossos resultados, esses valores flutuaram um pouco acima dessa faixa,
principalmente pela dificuldade em pesar imediatamente apdés o nascimento.

Como pode ser observado nas Tabelas I e II, o indice de fertilidade nem
sempre foi igual a 100% em ambos os grupos, cerca de 85% nos grupo controle e
cerca de 81% nos grupos tratados. Esse fato deve-se a possiveis alteracoes
hormonais as quais impediam que as ratas fossem fertilizadas. Um possivel efeito
do extrato, a principio sobre a capacidade de fertilizacdo, parece improvavel, uma
vez que ambos os grupos nao apresentaram resultados significativamente
diferentes. Para descartar tal possibilidade, € necessario acompanhar o ciclo
estral das ratas.

Em seguida, passamos a avaliar a influéncia da administracdo subcronica
do extrato sobre o desenvolvimento embrionario em ratas prenhas, em dois
protocolos:

No primeiro protocolo, as ratas prenhas foram tratadas durante cada fase
da gestacdo com EB, para observar o efeito deste em cada fase especifica. No
tratamento durante a primeira fase (pré-implantacao), os resultados indicaram
que o EB nao exerce interferéncia nesta fase, na qual ocorrem as implantacoes
dos o6vulos fecundados.

No estagio de pré-implantacao, que vai desde a fecundacao até a
implantacao do blastocisto, dependendo do numero de células atingidas,
podemos observar ou ndo a embrioletalidade. E nesta fase que o embrido
encontra-se com células totipotentes, em divisdo, e, dependendo do numero de
células atingidas pelo agente teratogénico, elas sado repostas por células normais
ou nao (NELSON, B.K., 1994). Baseados em nossos resultados podemos sugerir,
observando a percentagem de reabsorcao e implantacao dos ovulos fecundados,
que o extrato nao exerce efeito toxico nas células e nao leva a embrioletalidade.

O estagio de organogénese € a fase mais susceptivel a acao de agentes
teratogénicos. Nesta fase podem ocorrer as malformacoes provocadas por esses

agentes. O tipo de malformacdo depende da fase evolutiva do embrido e da
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afinidade do composto pelo tecido embrionario, assim, nesta fase, foi avaliada a
capacidade de o extrato induzir malformacoes fetais que fossem incompativeis
com a gestacdao. Podemos inferir que o extrato (Tabela IV) nao apresenta efeitos
toxicos.

No periodo fetal, ocorre a diferenciacao histologica e funcional dos diferentes
orgaos e sistemas, além do crescimento ponderal do concepto. Os agentes
administrados nesta fase podem provocar alteracoes funcionais que possam levar
a morte dos recém nascidos, além de retardar seu desenvolvimento geral (FRITZ,
H.& GIESE, K., 1990). O tratamento durante esta fase mostrou também nao
exercer efeitos toxicos sobre o feto, visto que nao ocorreram alteracdoes nos
aspectos macroscopicos gerais: polidactilia, evisceracao fetal, exoftalmia,
palatosquese, entre outros.

Nossos dados estdo de acordo com os obtidos por SOUZA, 1.A., et al., (1998)
que, utilizando EB de Mentha crispa 160 e 220mg/kg, v.o. durante as diferentes
etapas da gestacao, nao verificou efeitos embriotoxicos nem teratogénicos.

No outro procedimento, os animais foram tratados durante todo o periodo
de gestacao (22 dias). Este tratamento englobou os trés diferentes estagios da
gestacao a saber: pré-implantacao, organogénese e crescimento.

Um dos mais importantes indices a serem observados neste tratamento é o
indice de gestacdao que vai indicar as alteracoes nos diferentes estagios: esse
indice (tabela III) nao foi diferente nos grupos tratado e controle, o que nos da um
indicativo de que o extrato nao atinge, pelo menos um numero consideravel de
células, nao provocando embrioletalidade. Em adicdo, ndo houve malformacoes
nos embrides que pudessem levar a interrupcao da gestacao.

Possiveis alteracoes sao avaliadas, observando-se o indice de viabilidade,
que indicariam, neste caso, se ocorreram, em Orgaos, alteracoes que fossem
incompativeis com a vida, ocorrendo o 6bito do recém-nascido, logo apés o parto.
Outro indice que avalia possiveis alteracoes € o de lactacdao, que indica se
ocorreram tais malformacdes apos o tratamento, mas neste caso observando-se
durante todo o periodo de gestacao.

Os indices de viabilidade e lactacdao nao foram significativamente diferentes
na comparacao entre os grupos tratado e controle, o que sugere que o extrato

neste caso, nao provoca malformacoes fetais durante toda a gestacao e nem
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interferem, a principio, no processo de lactacao (Tabelas III e IV). Esses
resultados foram reforcados, observando-se a nao existéncia de alteracées nos
aspectos macroscopicos gerais como polidactilia, evisceracao fetal, exoftalmia,
entre outras.

As médias das massas corporais dos filhotes no 1° e no 28° dia dos grupos
tratado e controle, também nao foram significativamente diferentes o que indica
que o tratamento nao leva ao nascimento de filhotes com baixo peso e nao
interfere no desenvolvimento da prole até a fase de desmame (21 dias).

Como um dado complementar, procuramos estudar a influéncia do
tratamento com o EB sobre a performance reprodutiva dos ratos machos,
realizando o mesmo protocolo que o utilizado para a avaliacao da fertilidade em
fémeas.

Os grupos tratados nao apresentaram diferencas significativas comparado
aos respectivos grupos controle em relacdo aos indices de fertilidade (Tabelas V e
VI), que reflete, no caso da avaliacao da fertilidade do macho, a capacidade do
macho fecundar. Com esses resultados, podemos sugerir, a principio que o
extrato nao interfere na maturacao e na viabilidade do espermatozoide.

Na observacao do indice de gestacdo, podemos observar que nao ocorreram
diferencas significativas em relacao ao grupo controle, o que nos da um indicativo
de que o extrato ndo induziu no espermatozodide alteracdes estruturais ou
metabolicas que provocassem, secundariamente, no embridao durante a gestacao
alteracoes que culminassem em natimortos.

Ao analisarmos o indice de viabilidade e lactacdo, nao observamos
diferencas dos indices entre os grupos tratado e controle. O peso corporal da
prole foi acompanhado até 7 dias apés o desmame e as médias também nao
foram significativamente diferentes. Observamos também que nao ocorreram
alteracoes nos aspectos macroscopicos gerais.

A somatoéria dos nossos resultados apontam na direcado de que o extrato de
Mentha crispa nao interfere na fertilidade, desenvolvimento embrionario e
performance reprodutiva até a dosagem de 1g/kg. A principio, ndo compartilha
dos efeitos toxicos reprodutivos produzidos pela Mentha arvensis
(KANJANAPOTHI, D. et al., 1981, GARG, P. & JACOB, D. 1994, SHARMA, N. &
JACOB, D. 1996, 2001, 2002).
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Tendo em vista que os tecidos e as células variam grandemente em sua
susceptibilidade a formas especificas de lesdo quimica em relacdo ao agente
supostamente agressor, passamos a avaliar a possivel influéncia do tratamento
prolongado com EB sobre o peso dos tecidos e sobre os parametros bioquimicos,
hematologicos e morfologicos.

Nao foi observada nenhuma alteracdo macroscopica dos orgaos analisados
nos grupos tratado e controle em ambos os sexos, apdés o tratamento.
Posteriormente foram determinados os pesos umidos dos orgaos e da mesma
forma, nao observamos diferencas estatisticamente significantes no peso tmido
dos orgaos para os ratos de ambos os sexos, entre os grupos controle e tratado
(Tabela VII). Como pode ser observado nessa mesma tabela o extrato nao reduziu
o peso do testiculo como o foi para o extrato da Mentha arvensis (SHARMA, N. &
JACOB, D. 1996, 2001, 20022, 2002b).

Em relacdo aos perfis bioquimicos e hematologicos, a flutuacdo dos valores
encontrados nos grupos controle e tratado se mantiveram dentro dos limites de
referéncia (vide, Tabela XII, Apéndice).

Os niveis de glicose, os quais poderiam ser indicativos, caso existissem, de
alteracoes hepaticas (hipoglicemia) e pancreaticas (hiperglicemia) e os niveis de
creatinina que € um derivado do metabolismo protéico nado se alteraram. Estes se
encontram reduzidos nos casos de atrofias musculares e elevados em estados
febris.

As atividades séricas das transaminases (ALT - AST) sao de grande
importancia para o diagnostico de disturbios hepatobiliares, assim como os niveis
de bilirrubina total, direta, e indireta (NOGUEIRA, D. M., 1990). Nossos
resultados apontam que o extrato nao apresenta efeito hepatotoxico. Os niveis
normais de AST também sao um indicativo da auséncia de lesdoes no miocardio e
da presenca de pericardite ativa.

Os niveis protéicos totais e suas fracoes, também permaneceram sem
modificacoes significativas, esses resultados nos dao o indicativo de que nao ha
presenca de hepatopatia, que levaria a uma diminuicao dos niveis de proteinas
total por reducao na producao, como também podemos descartar, a principio,

presenca de doencas renais que levassem a perda protéica excessiva.
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Na analise das fracoes lipidicas do sangue foram avaliados colesterol total e
triglicerideos. Variacoes fisiologicas da colesterolemia estdo relacionadas com a
dieta, idade e com o sexo. Alteracoes patologicas podem se dar devido a presenca
de alteracoes no pancreas (ictericia obstrutiva), figado (lesdbes hepaticas) e em
alguns tipos de doencas renais. Variacoes na lipidemia (nivel de triglicerideos no
soro) podem ocorrer fisiologicamente, apos as refeicoes e, patologicamente na
sindrome nefrotica, pancreatite e na cirrose hepatica.

Para avaliacdo da funcao renal, foram determinados, na urina, os niveis de
uréia, creatinina e acido urico, na amostra de 24 horas. Em nosso estudo, os
niveis de uréia nao foram significativamente alterados, o que nos da um
indicativo de auséncia de doencas, como no caso da insuficiéncia renal e
hepatica, onde existe reducao da excrecao de uréia.

A determinacao quantitativa da creatinina na urina é utilizada para se
avaliar a funcao renal, pois quando relacionamos os niveis de creatinina no
sangue com os niveis da urina, temos uma idéia da depuracdo renal deste
metabolito protéico e, assim, podemos avaliar a funcdo renal. Em nossos
resultados, a excrecao renal de creatinina nao sofreu alteracoes significativa no
grupo tratado em relacao ao controle. SANTANA, C.F. et al. (1992) demonstraram
que pacientes submetidos ao tratamento com extrato de Mentha crispa (cerca de
840mg), durante cinco dias, nao apresentaram alteracao dos parametros
bioquimicos.

Quanto ao perfil hematologico, observamos que estes nao se encontraram
significativamente alterados em relacao ao grupo controle. Esses parametros sao
uteis no diagnostico de varias doencas. O numero total de eritrocitos, por
exemplo, pode ser alterado por variacoes fisiologicas, nas anemias, onde os niveis
de hemoglobina (Hb) estdo reduzidos e nas policitemias determinadas pela
hipoxia, doencas cardiacas e pulmonares cronicas.

O hematoécrito (Ht) € util na determinacao de alteracoes dos niveis de
leucocitos, hemacias, plaquetas e plasma. Este parametro se altera em casos de
desidratacao, policitemias, anemias, descompensacao cardiaca, entre outros.

O volume corpuscular médio (VCM) nos da a informacao da presenca ou
auséncia de anemias e as classifica morfologicamente (normocitica, microcitica

ou macrocitica). A concentracdo hemoglobinica corpuscular média (CHCM) é
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classificada no caso da presenca de anemias, quanto ao conteudo hemoglobinico
(normocrémica ou hipocréomica). Os resultados do hemograma sao um indicativo
de que o EB nao interfere na hematopoese nem na fisiologia normal dos
eritrocitos, pois nao observamos diferencas significativas nos indices eritrocitarios
do grupo controle em relacdao ao grupo tratado.

Os leucocitos podem sofrer variacdoes numeéricas causadas pelo uso de
medicamentos ou substancias toxicas. As formas mais graves de leucopenia
(diminuicao do numero total de leucocitos) apresentam quadros caracteristicos
na anemia aplastica, leucemias aleucémicas e granulocitopenia (CARVALHO,
W.F, 1983). Medicamentos e intoxicacoes também podem levar a leucocitoses,
como no caso do uso da antipirina, pirogalol, digital, terebintina (YOUNG, G.A.R.
& VINCENT, P.C., 1980). Nao ocorreram diferencas significativas no numero de
leucocitos totais, nem no numero das linhagens dos leucoécitos, sendo isto um
indicativo de que o EB nao tem acao toxica sobre a medula 6ssea.

Esses resultados estdo de acordo com os de SANTANA, C.F., et al.,, (1988),
que apos tratamento com extrato de Mentha crispa (100mg/kg, v.o.), durante 90
dias, em ratos, ndo se observaram alteracdes sobre os parametros bioquimicos e
hematologicos. Posteriormente SANTANA, C.F. et al., (1992) demonstraram, em
seres humanos, que o tratamento por cinco dias com o extrato de Mentha crispa
(cerca de 840mg), nao produziu alteracoes também nos elementos figurados do
sangue.

E, por fim, apos o estudo dos parametros bioquimicos e hematologicos,
procedeu-se a analise microscopica de alguns 6rgaos com o objetivo de obter um
estudo mais conclusivo acerca de supostas alteracoes anatomopatolégicas que
possam ser causadas pelo uso prolongado do extrato.

A administracao subaguda do extrato em ratos de ambos os sexos nao levou
a alteracoes morfologicas e morfométricas no coracao, rins e cortex cerebral. Nao
ocorreram também alteracdoes nos orgaos reprodutivos de ratos machos
(testiculos e epididimo) e fémeas (ovarios e tuba uterina). Esses resultados
reforcam nossos estudos bioquimicos e hematolégicos que demonstraram que o
extrato ndo altera esses parametros, assim como, nos estudos de fertilidade, que

demonstraram que o extrato nao exerce efeitos toxicos ao nivel reprodutivo.
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VI - CONCLUSAO

Em conclusao, nossos resultados indicam que o extrato bruto hidroalcodlico da
Mentha crispa, espécie que € o Unico ingrediente ativo do fitoterapico Giamebil
plus®, Apresentou baixa toxicidade, apenas por via oral até 4,0g/kg, Nao interferiu
nos processos relacionados com: fertilidade, desenvolvimento embrionario,
performance reprodutiva e ndo alterou os parametros bioquimicos e hematologicos,
assim como, a morfologia e morfometria dos tecidos até a dosagem de 1g/kg,

administrado por 30 dias.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
COMISSAO DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL

, Recife, 11 de sctembro de 2003
Oficio n° 196/2003

Da Comiss3o de Etica em Experimentacio Animal (CEEA) da UFPE
Ao Prof Almir G. Wanderley
Departamento de Fisiologia ¢ Farmacologia da UFPE

Prezado Professor,
ApésorecebimcmodemmdemcmmhmnﬂuosoﬁdmndomﬂisedomoedimMOmm

animais no Projeto de pesquisa intitulado “Avaliagdio toxicolégica pré-clinica do extrato bruto da Mentha
crispa”, (processo 23076.001798/2003-80) os membros da Comissdo de Etica em Experimentacio Animal
do Centro de Cidncias Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE) analisaram os
aspectos relativos aos protocolos experimentais a serem adotados.

mmmmqmmvmm,qsgmmmomjoemmm
encontram-s¢ de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para Experimentacio Animal as
quais s3o adotadas como critérios de avaliacio ¢ julgamento pela CEEA-UFPE.

De acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 9.605 — art. 32 e Decreto 3.179-art 17,
de21/09/1999,queuatadaqnmiodousodeanimaisparaﬁnsdenﬁﬁcos,malmmosaindaqxosaaiﬁcio
&saﬁmﬁsmﬁmﬁs,rea\ha&mmmmmo,jusﬁﬁmﬁmmfmodemeﬁsﬁmms
alternativos para a realizaglio do procedimento cientifico.

_Diante do exposto, emitimos um parecer favorivel aos protocolos experimentais propostos.

Atenciosamente,




Biologia e Manejo

Tabela 2.6 — Os valores relacionados abaixo sao aproximagdes e ndo necessariaments representam os niveis
normais de uma determinada popufagéo. As fontes consuitadas esido incluidas entre os textos citados no Capitulo

1,

as publicagdes especificas apés as respectivas se¢Ses do Capitulo 2.

Valores fisiolégicos dos ratos

Peso adulto (macho)
Peso adulto (fémea)
Peso ao nascer
Area da superficie corpdrea
Temperatura corporea
Nimere de cromossomos em célula dipléide
Ciclo de vida
Consumo de alimento
Consumo de dgua
Transito gastrintestinal
Inicio da vida reprodutiva (macho)
Inicio da vida reprodutiva (fémea)
Duragéo do ciclo estral
Tempo de gestagéo
Cio pés-parto
Tamanho da ninhada
Idade de desmame
Duragéo da vida dtil reprodutiva
Biotério
Criagdes comerciais
Produtividade
Composigao do leite
Gorduras
Proteinas
Lactose
Frequéncia respiratéria
Volume inspirado
Consumo de oxigénio
Fraquéncia cardiaca
Volume sangiiineo
Pressao sangiiinea
Eritrécitos
Hematdcrito
Hemoglobina
Leucdcitos
Neutrdfilos
Linfécitos
Eosindfilos
Mondcitos
Basdfilos
Plaquetas
Proteina sérica
Albumina
Globuiinas
Glicose sérica
Nitrogénio sangtineo (uréia)
Creatinina
Bilirrubina total
Lipideos séricos
Fosfolipideos
Triglicerideas
Colestarol
Célcio sérico
Fosfato sérico

450 a 520g

250 a 300g

5a6g

10,5 (pesc em gramas)>?
35,9a37,5°C

42

2,5a3,5anos
10g/100g/dia

10 a 12ml/100g/dia
12 a 24h

65 a 110 dias

65 a 110 dias

4 a 5 dias

21 a 23 dias

Férit

6 a 12 filhotes

21 dias

350 a 440 dias
7 a 10 ninhadas
4 a 5 filhotes/més

13,0%

9,7%

3.2%

70 a 115 mov. resp./min
0,6 a2,0ml

0,68 a 1,10mligh
250 a 450 bpm

54 a 70ml/kg

84 a 134/60mmHg
7 a 10 x 10%mm?
36 a48%

11 a 18g/100ml

6a 17 x 10°/mm?
9a34%

65 a 85%

0ab6%

0as5%

0a1,5%

500 a 1300 x 103/mm?
5,6 a 7,6¢/100ml
3,8 a 4,8g/100ml
4,8 a 3,0g/100ml|
50 a 135mg/100ml
15 a 21mg/100ml
0,2 a 0,8mg/100ml
0,20 a 0,55mg/100ml
70 a 415mg/100ml
36 a 130mg/100ml
26 a 145mg/100ml
40 a 130mg/100ml|
5,3 a 13,0mg/100m!
5,3 a 8,3mg/100ml




