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RESUMO: Foram verificadas as DL50 do dleo de cilame de variedades dife-
renies, assim como os seus componentes atives g e F-asaronas em camundongos,

por via iniraperitonesl.

A DL56 do 6leo de célamo, variedade indiana, foi de

154,56 mg/kg, a da fS-asarons, de 1840 mg/kg e a da g-asarona, de 226,0 mg/kg.
Para variedade européia e para o exirate oleoso isento de asarenas, em virtude de
suas baixas toxicidades agudas, nac fol possivel a deferminac¢io des valores de DL50.

O estude da toxicidade em embrides de galinka para verificar eventual atividade
teratogénica fol feite também para os OGleos de diferentes wvariedades, assim eomo
os componentes g e f-asaronas isclades. A mortalidade média variou de 10,0 a
100,69 e nio se constataram sinais de malformacio nos embrides desenvolvidos.

O teste de Ames foi cenduzide com o componente B-asarons nas conceniragdes
de 10, 50, 104, 200 e 500 pp/placa, A amesira nic apresentou atividade mufa-
génica em nenhuma das concentracgbes, frente & cepa de Salmonells typhimuwrium,
com e sem adicko de ativador obtido de extrato de figado de rafo apds inducio
com: Aroclor 1254,

DESCRITORES: a e B-asaronas, efeifes toéxicos em camundongos e em embrides
de galinha; o e B-asaronas, atividade mutagénica em Selmonells typhimurium;
bieo de cilamo, efeitos tdxicos em camundongos ¢ em embrifes de galinha; dleo de
cglame, atividade mutagénica em S, typhimurium.

INTRODUCAO

O Acorus colamus, conhecido no Brasil
como chlamo, & ama planta encontrada em
zonas temperadas e, segundo CAVAZZA 2, ela
pode ser classificada em 4 citotipos correspon-
dentes hs variedades norte-americana (dipléi-
de), européia (tripléide), indiana Jammu
(tetraploide) e Kashmir {hexapléide}.

Desde a antigiiidade, as raizes e os rizomas
do calamo tém sido usados para o tratamento
de varias doencgas, sendo bastante conheeidos
05 seus usog como espasmolitico, normoten-
sor e também como inseticida 8,

As propriedades bioldgicas do cdlamo, varie-
dade tetrapléide, sfo atribuidas & presenca
da B-asarons (isémero cis) que chega a cons-
tituir, nas variedades indianas, cerca de 80%
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do Oleo. A o-asarona ou isbmero frang estad
presente em quantidades menores, eerca de
1% apenas®.

Na literatura, verifica-se a existéncia de
muitos dados sobre a DL50G do 6leo de calamo
da variedade indiana, mas hi poueas informa-
¢bes sobre a variedade européia. A DL5D do
6leo de cdlamo, variedade européia, por via
intraperitoneal, em ratos, foi relatade recen-
temente por YABIKU et alii®. Por outro
lade, os valores de DLbH0 da o-asarona isolada,
que aparecem nha literatura, sde conflitantes;
ne INDEX MERCK ¥, é citada como dose
letal 50¢% para c-asarona, administrada in-
traperitoneaimente em ecobalas, o valor de 276
mg/kg, enguanto nio se verifica nenhum dade
de DL50 para B-asarona. Isses valores, porém,
foram obtidos para o dleo e nio para a-asa-
rona, nos estudos foxicologicos realizados por
CHOPRA ef alii?, a que o Index Merck se
refere,

SHARMA & DANDIYA ¥ foram os tnicos
a informar os valores de DLbB0 para o e §-
-asaronss isoladas ,que variaram de 300 a 122
mg/kg, respectivamente, em ratos, por admi-
nistracée intraperitoneal.

Diante da constatacio do aparecimento de
tumores malignos no intestine delgado e
outras alteractes em rates tratados com o
olee indiano, adicionade na ragfo em concen-
traches de 500, 1.000, 2.500 e 5.000 ppm, o uso
de cdlamo foi completamente banide nos Hs-
tados Unidos ¥, Em estudos realizados por
Habermann (informacfio pessoal), essa ear-
cinogenicidade do dleo de calamo foi atribuida
A presenga de fl-asarona, a qual, segundo esse
autor, seria capaz de provoear o aparecimento
de tumores malignos ne intestine delgado dos
ratos 9.

Grac¢as a8 suas propriedades organolépticas,
o dleo de calamo & atualmente usado em larga
escala nas indUstrias de bebidas e perfuma.
rias, e niveis de até 30 ppm desse d6leo podem
ser encontrados em bifters, licores e ver
mutes 18,

O controle de déleo de cdlamo, mais especifi-
camente da B-asarona, fol {feito por nés em 56
amostrag de bebidas alcodlicas, do tipo amargo,
consumidas no Brasil, verificando-se gque ape-
nas uma delas tinha teores acima do permi-
tide, gue ¢ de 1 ppm, estabelecido pelo Conse-
Tho da Europa 4,

Dando continuidade 2 estudos anteriores,
um dos objetivos do trabalho fei o de deter-
minar a DL50 de dleos de cdlamo das varieda-
des indiana e européia, paralelamente com a
de seus principais componentes isolados, a ¢ 8-
-asaronas, para sanar dividas com relacdo is
suas toxicidades. Também foi estudada a toxi-
cidade do extrato oleoso igsento de asaronas.

Em complementaciio aocs estudos realizadoes
por diversos autores determinsram-se, ainda
neste trabalho, a toxicidade em embrides de
galinha, dos dleos e seus componentes, para
verificar sua eventual atividade teratogénica.

Esses ensaios foram planejados em funcio de
resultados cenflitantes encontrades na litera-
tura. Além disso, foram feitos ensaios com
tests de Ames para detecedo eventual da ativi-
dade mutagénica desses compostos.

Segunde GOGGELMANN & SCHIMMERSS,
a p-asarona é mutagénica pelo teste de Ames,
enquanto que HSIA et aiii ¢ relataram pelo
mesmo feste a néo existdneis de atividade mu-
tagénica, mesmo em concentragies de 2 a
200 ug/placa, estando o assunto a merecer um
esciarecimento.

MATERIAL E METODOS

Material

Os padrdes de oOleo de calamo, variedade
eurcpéia, foram fornecidos pela “Firmenich
& Cia. Ltda.” ¢ o de variedade indiana pelo
“Food and Drug Administration”, dos EUA.
Os componentes isolados o ¢ A-asaronas foram
adquiridos, respectivamente, da “Sigma Che-
mical Co.” e da “¥Fritzche Dodge & Olcott
Ine.”.

Preparc do exlrato oleoso isento
de a e B-asarona

Preparou-se ums coluna cromatogrifica de
2x%15 em de alumins. Iniecialmente a coluna
foi umedecida com éter de petréleo (30 a
860°C) retirando-se eventuais bolhas de ar e,
em seguida, procedeu-se & eluigho do dlec de
calamo puro, variedade européia, com o pré-
prio éter, utilizando-se um volume final de
350 mi. Q éter eluiu praticamente todos os
componentes do dleo, como também parte das
asaronas; por isso, foi necessirio reeluir o
extrato obtido, passande numa nova coluna
de aiumina, repetindo-se por irés vezes essa
operacdo, para eliminac@io total desses com-
postos.

O extrato etéreo isento de « e B-asaronas,
além de mais dois componentes que séo elunidos
apés as fragles de asavonas, possivelmente
sesquiterpénicos, foi concentrado em banho-
-maria A temperatura de 40 a 60°C, com
auxilio de corrente de nitrogénio.

O controle da presenca de a e f-asaronas
residuais no extrato foi feito através de cro-
matografia em fase gasosa, como j4 descrite
no trabalho anterior 8.

Métodos
Toxicidade ogude em comundongos

Utilizaram-se, para determinac¢io de DLS0,
260 camundongos de ambos 08 8ex0s, COm pese
médio de 30 g.

Em iodos os experimentos, oz camundongos
{foram mantidos em gaiolas apropriadas para
adaptacio, com ragio e Agua ad lbitum até
12 horas antes da experiéncia. A partir de
entfo, suspenden-gse a rac¢do e foi-lhes dade
somente agua.
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Os animais, em grupos de 10, foram sepa-
rados e as drogas administradas intraperifo-
nealmente em doses varidveis de 100,0 a 337,5
meg/kg no caso do 6leo de edlamo, variedade
indiana Jammu, e de 150,0 a 113%,1 mg/kg
para o Olec de edlamo, variedade européia,
assim como nos ensaios com o dlee isento de
o e B-asaronas.

A dose de a-asarona variou de 1000 a
789,4 mg/kg, enguanto = da gZ-asarona, de
160,0 a 337,56 mg/k. Todas as drogas foram
injetadas em solucic de oGleo de soja com
volume final de 0,2 ml/camundongo, sendo, em
seguida, os camundongos observades por
24 horas, quanto ao seu comportamento e
letalidade.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Toxicidade agude em comundongos

A tabela 1 apresenta os dados relativos aos
grupos de animais tratados com o fSlec de
cdlamo, variedade indiana, por via intraperi-
foneal.

Conforme mostra a tabela, a administracio
de 225,00 mg/kg de élec acarretou a morte da
guase totalidade dos animais, que atingiu a
1009 com a administracio da dozse de
337,65 mg/kg, dentro do periode de 24 horas
de observacéo.

Os animais dos grupos III e IV, correspon-
dentes &s doses de 225,0 e 337,56 mg/kg, logo
apos a adminisiracio das drogas mostraram
depressfo seguida de convulsfio, vindo a fale-
cer logo em seguida,

A DLBO do O6leo de edlamo indiano em
camundongos, por via intraperitoneal, foi de
154,56 = 1,1 mg/kg (tabela 1). Quanio ao
bleo de edlamo, variedade européia, e ao ex-
trato oleoso isento de o e S-asaronas {tabelas
2 e 3, respectivamente), em virtude de suas
baixas foxicidades agudas, nio fol possivel a
determinagio dos valores de DLB0.

Conforme a tabela 2, a injeciio de até
337,5 mp/kg da droga nio provocou a morte
em nenhum dos animails, que chegou apenas a
209% para as doses elevadas de 5063 e
1139,1 mg/ ke,

TABELA 1
Determina¢do de DL50 do dles de cdlamo, wvariedade indiona, per via intraperitoneal, em
comundonges
Morte em Percentagem
Grupos Deses de
( mg/kg) ih an 3k ih mortalidade
I 100,0 ) 0 1 0 19
1144 1500 i 3 g 30
1I 295,6 0 7 2 90
v 337,5 3 7 - — 100
DLEO = 154,56 = 1,1 mg/ke.
TABELA 2
Determinacio de DL50 do 6leo de cdlamo, wvariedade europdia, por vie ip., em camundongos
Morte em Percentagem
Grupos Dases de
( mg/kg ) ih 2h 12k 24 % mortalidade
I 150,0 1] ] ji] 0
i 225,0 o ) ) o 0
o 3315 0 0 0 ) 0
v 56,3 ¢ 1 0 1 20
v 7594 0 o 0 1 10
Vi 11391 0 [ 13 1 20




YABIKU, H.Y.; OGA, S LAJOLO, F. & ANDRIGHETTI H, -~ Efeitos téxicos de o ¢ g-asaronas
¢ do dles de cdlamo em camundongos, embrifes de galinha e mutagenicidade em Salmonells typhi-
murium. Rev. Inst. Adolfe Lutz, 45(1/2):1-12, 1985.

Toxicidade em embribes de golinha

Utilizaram-se 600 ovos de galinha “Garrin-
son”, com dimensdes relativamente uniformes,
eseoihidos ao acaso, de suprimento comercial.

Os ovos foram colocados em incubadora
elétrica e, apds 96 horas, foram submetidos
20 exame ovoscopico. Do total foram rejeita-
dos 106 ovos, correspondentes a 17,67%, por
apresentarem embrides nido desenvolvidos ou
em precérias condigdes de desenvolvimento,
tendo sido utilizados, efetivamente, 494 ovos.

A inceulacho foi feita segundo o esquema
de OGA 13, no 8.0 dia. A experiéncia fol con-
duzida em duas elapas e, em todos os ovos,
foi injetado um volume constante de 0,2 mi
de soluedc no saco vifelino, variando apenas
as coneentracies das drogas administradas.
As doses variaram de 0,15 a 15 mg/kg para
os trés o6lecs utilizados, a variedade indiana
Jammu, a européia e o dleo isento de « & -
-asaronas. Para o8 componentes a e fS-asaro-
nag, as doses variaram de 0,04 a 4,00 mg/kg.
Erm todos os experimentos, constituiu-se um
grupo-controle que recebeu scmente o dleo de
soja em volume de 0,2 mi/ovo.

As etapas seguintes seguiram o mesmo pro-
cedimento usado por YABIKU et alii 18

Teste de Amest

Foram utilizadas cepas de Salmonella typhi-
murium TA 98, TA 100 e TA 1535, com e sem
adicdic da fracido S (extrate de figado de
rato, induzide por Aroclor 1254}).

As concentracbes de p-asarona utilizadas
foram de 10, 50, 100, 200 e BOO ug/placa.
Todas as diluicdes foram feitas com DMSO
(dimetilsulféxido) e as contagens foram rea-
lizadas apds 72 horas de inecubagfo a 35°C.

Métodos estutisticog

Valemo-nos, neste trabalho, dos seguintes
tipos de testes:

Método de probite, segundo técnica de MIL-
LER & TAINTER®2 para determinacio da
DL 50

Andlise de wvaridneis, de acordo com o
método recomendado por GRANER? para
determinagfio de atividade teratogénica. Nos
casos em que a varidvel ers representada em
valores percentuais, estes foram transforma-
dos em areo-senso; guando a andlise de va-
ridineia mostrou valor significante, comple-
mentou-se entdo com o teste de econtraste
entre médias de Tukey 15,

Usou-se, em todos os cadleulos, o nivel eri-
tico para rejeicho de hipdtese de nulidade,
igual ou menor que 0,1 (10%). Para carac-
terizar os valores estatisticamente signifi-
cantes usou-se um asterisco.

Em relagio aos animais tratados com o
extrate oleoso, a morte atingiu, como era
esperado, apenas um méximo de 109 (tabela
3). Este extrato olecso, obtido através da
eromatografia em coluna a partir de éleo de
calamo europen, estava isento de o e S-asaro-
nas e, ainda, de dois compostos sesquiterpéd-
nicos gue ndo conseguimos reter na coluna.
Pelo valor de DL 50 observado para o extrato
oleoso, de qualquer forma a toxicidade destes
dois compostos parece ser relativamente
baixa,

Os valores de DL 50 para o bleo de célamo
eitados por diferentes autores apresentam
sensivel variacdo (tabela 4). Tal wvariaciio
parece ser dependente principalmente da via
de administragio e da espéeie animal utili-
zadas & 5 6. 16,

TABELA 3

Determinagdo de DL50 do dleo de edlamo, variedade européia, isento de o e f-asaronce, por
via inbraperifoneal, em camundongos

Morte em Percentrgem
Grupes Doses de
( mg/kg ) 1h 2h 12k 24k mortalidade
I 1560 ¢ 1 0 ] 18
II 226,0 O 6 ¢ ] ]
j£81 3375 L] 3 [ 0 18
v 506,3 D 6 0 0 ]
v 759 4 o 0 o 0 0
Vi 1130,1 o 0 o 0 ¢
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TABELA 4

Valores de DL50 do 6leo de cdlamo oblidos por diferemies autores

Espécie Via de Variedade de DL50 R .
4 L - . ) eferéneia
animal administragie dleo de cdlamo (mg/kg)
cobaiais ip. indiana 275 3
camundongos ip. indiana 177 5
ratos i.p. indiana 221 4
ratos p.o. indiana 717 16
ratos ip. européia 299 18
camundongos i.p. indiana 155 presente
trabalho
camundongos i.p. eurcpéia 1139 presente
trabalko
camundongos ip. eurcpéia, isents 1709 presente
de asaronas trabalho

i.p. = intraperitoneal

p.¢. = via oral

O 6lec de calamo da variedade indiana,
administrado por via infraperitoneal, exibe
toxicidade cerca de trés vezes malor ¢o que a
provocada por via oral, fate, alids, compreen-
sivel, um vez que a absorcic de qualguer
substiineia através da cavidade intraperifo-
neal é répida '8,

Quanto & espécie animal, segundo dados
obtidos por DANDIYA et alii5, DANDIYA
& CULLUMBINE® ¢ CHOPRA et alii3, os
camundongos parecem ser mails sensiveis do
que 08 ratos e cobaias,

O wvalor de DI, 50 obtido no presente traba-
tho para ¢ élec de edlamo variedade indiana
é ligeiramente menor em relacdo aos relatados
por DANDIYA et alii® e CHOPRA et alii?,
Eeta diferen¢a pode ser atribuida a fatores
pertinentes ao proprio sistems biolégico ou
ao teor dos principios ativos contidos no dleo.
Dentre os principios ativos que as plantas
do género Acorus encerram, o e S-asaronas
sdeo tidas como ag principais responsivels
pela toxicidade do éleo essencial. Por exemplo,
a concentracdo de B-asarona no dlec osecila
desde tracos na variedade americana ou di-
pléide até cerea de R0% na variedade india-
na Jammu ou tetrapléide (tabela B).

Teor de dleo essencial e da B-asarona em diferentes variedades do dleo de cdlamo, segundo

TABELA 5

CAVAZZA:®

Variedade

Oleo essencial no
rizoma seco (%)

f-asarena ne
dleo esszencial (%)

americana (dipléide) 2,17
européia {(triploide} 1,50~4,80
indiana Jammu (tetrapléide) 5,00-6,82
Kashmir {hexaplfide) 1,40

tragos
2,60-9,560
77,12-82,00
4,60
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A diferenca entre ¢ valor enconirado na
nossa experiéneia e o citado por CHOPRA et
alHi? é certamente devida ao fator espécie
animal, ac passe que pequena diferenga veri-
ficada em relag¢do ao valor citado por DAN-
DIYA & CULLUMBINEG® & atribuivel &
varisgdo da concentracic de S-asarona nas
amostras estudadas. A propdsito, a nossa
amostra continha 9289 de p-asarons.

Ag tabelas 6 e 7 mostram, respectivamente,
os dados relativos aos animals tratados com
a« e B-psaronas isoladas. A administracio de
a-asarona na dose de T894 mg/ kg levou A
morte dos 1009 dos animais. A DL 50 foi de
225,56 = 1,1 mg/kg intraperitoneal em camun-
dongos.

Como meostra a tabela 7, s letalidade 1006%
foi causada com a dose de 837,53 mg/keg de
B-asarcna, de modo semelhante ao ocorrido
com os animais dos grupos III ¢ IV tratados
com fS-asarona, que mostraram depressio

seguida de convulsder vindo a falecer em
pouce tempo. A DL50 da B-asarona foi de
184,2 + 1,0 mg/kg administrados intraperito-
nealmente em camundongos.

Agsim, os valores da DL50 de « e S-asarc-
nag mostram ser de toxicidades relativamente
altas, sendo ¢ valor para o-agarona sensivel-
mente maior do que o da f-asarona e ambos
semelhantes a0 do Sleo.

Os wvalores de DL50 das o e f-asaronas
reportados na literatura, bem como os obtidos
no presente trabatho, sic mostrados na
tabela 8.

A DLB0 de «-asarona, 275 mg/kg, cons-
tante de INDEX MERCK Y, apesar de estar
proxima da encontrada por SHARMA &
DANDIYA ¥ ¢ da obtida no presente traba-
Tho, parece na verdade ser a DL 50 do éleo de
calamo e ndoc da o-asarcna; o Index Merck
nao faz mengio da fonte bibliogrifica dacuela
informagao.

TABELA &
Determinacde da LD50 da c-usorons, intraperifonealmente, em caomundongos
Morte em ercentagem
Grupos Doses de
{ mgfkg) h 2h 19 % g4 h mortalidade
I 100,0 ] t] 1 G 10
1 150,0 g [} 1] b 0
1 2250 i} i 1 0 20
v 3375 ] & [ g 94
A2 506,3 G [ 4] 2 86
Vi 59,4 0 i L] 10 100
DL 80 = 2855 <+ 1,1 mg/kg.
TABELA 7
Determinggdo da DIL50 da f-aswrona, intraperitonealmente, em comundongos
Morte em Percentagem
Grapos Doses de
{(meikg) 1h an 12 h 24 h mortalidade
I 104,0 0 0 0 4
I 50,0 0 0 10
IIr 225,0 3 5 i 80
v 3375 4 [ — s 109

DL 50 == 184,2 o 1,0 mg/ke
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TABELA 8

Valores da DL50 de o e p-asaronas em diferentes experimentos

Espécie Via de DL5% P
Drogas animal adminisiragio (mg/kg} Referbucias
Qarasaronsg ratos ip. 300 i3
-ASHTONA cobalas ip. 275 11, 18
o-asarona camundongos ip. 226 presenie
trabalho
S-asarona ratos i.p. 122 13
f-asarona camundongos ip. 184 presents
trabalhe
iL.p. = intraperitoneal.

Comparando os dados da DL 50 encontrados
para fS-asarona e para dleo de cdlamo, va-
riedade indiana, a toxicidade relativamente
malor encontrada para o dlec pode ser expli-
cada em termos de sinergismo com algum
outro componente presente.

Tozxicidnde em embribes de galinha. Alividade
teratogénica

No gue concerne & embriotoxicidade, nio
hi nenhum dado na literatura que se refira
a experiéncias ou comprove a existéncia de
atividade teratogénica no dles de célamo,
tendo o assunto j4 sido revisto por nds em
trabalhos anteriores!®, quando referimos a nfo
existéneia de embriotoxicidade do éles inte-
gral da variedade européia.

Neste trabalho, o estudo da toxicidade em
embrides de galinha foi realizade a fim de

verificar eventual atividade teratogénica efe-
tuada para os seguintes componentes: dleos
de cilamo da variedade indiana e eurvopéia,
extrato oleoso isento de « ¢ G-asaronas e os
ecomponentes « e B-asaronas independente-
mente,

O estudo foi realizado em 2 etapas: a pri-
meira experiéneia foi feita com os édleos de
variedades diferentes e com o extrato oleoso
isento de o ¢ p-asaronas, enquanto gue, na
outra, testaram-se os « e f-asaronas separa-
damente.

Na primeira experiéneia, o desenvolvimento
dos embribdes, no grupo controle, foi da ordem
de 86%, enquanto que o dos embrides tratados
com o extrato coleoso isento de asaronas, em
doses wvaridvels de 0,15 a 15,0 mg/ovo, foi
sensivelmente menor (tabela 9).

TABELA 9

Letalidade em embrides de galinhe inoculados com dlecs de cdlamo, variedades indiana,
curopéia e extrato oleoso isento de o e B-asaronas

Grupos Doses Embrides Embrides Igg::égig: ::jdi&

{mg/ovo) inceulados mortos ntagem ot
desvio padréoe
Controle 28 4 142 + 14
Gleo de Cdlame, variedade 8,15 28 28 10686 =+ 0,0
indiana 1,560 23 28 1008 =+ 00
15,00 28 28 100,86 + 0,0
Oleo de Cdlamo, variedade 0,15 28 24 86,7 + 5,8
eurspéia 1,50 28 24 B3,8 4+ 14
15,08 28 28 1000 = 0,0
Extrato olecso isento de 0,15 28 3 180 «+ 08
@ © f3 asaronas 1,60 28 i} 21,7 + 35
15,00 28 9 325 4+ 4,3
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J4 os embrifes tratados com o dlec de cila-
meo, tanto da variedade européia quanto da
indiana, mostraram percentagem elevada de
letalidade. Os embrifes tratados com o éleo
de cAlamo eurcpeu, nas doses de 0,15 e
1,5 mg/ove, mostraram letalidade pratica-
mente  igual, enguanto que na doge de
15,0 mg/ove, a letalidade atingiu a 1009.

A mortalidade igual a 1009% foi observada
nos embrides tratados com o 6leo de calamo
indiane, desde a dose de 0,15 mg/ovo até
15,0 mg/ove. Embora se treconheca a impor-
tnecla de se verificar a letalidade dos embrides
com Joses menores desss amostra, em virtude
do objetive deste {irabalho, que era apenas
verificar eventual feratogenia, tal experibneia
néo foi realizada.

A avaliagBo estatistica dos dados foi feita
pelo método de anélise de varidneis, onde se
utilizaram “indices de letalidade”, caleulados
pela relacdo entre a percentagem de letalidade
causada pela droga em questio e a percen-
fagem de letalidade do grupo controle (tabela
10}. Por essa anilise verificamos que é insig-

nificante a variagic des indices de letalidade
em fungdo das doses aplicadas, porém & sig-
nificante em fun¢do das drogas. ¢ teste de
contraste entre médias de Tukey revela que
hi diferenga significante entre diversos trata-
mentes & gue foram submetidos os embrifes
de galinha. Assim entre os tratados com a
variedade européia e com o extrate olecso,
bem como entre os tratados com a variedade
indiana e com o extrato oleoso, ocorrem dife-
rengas significantes; j& entre os tratades
com as variedades indiana e européia, a dife.
renca n&o foi significante,

Na segunda experiéneia, onde se estudou
a acho de o e B-asaronas isoladas, o desenvol-
vimento dos embrifes no grupo controle foi
da mesma ordem daquele obtido na experién-
cia anterior.

A lstalidade dos embries tratados com
a-asarony diferiu apenas sensivelmente entre
as doses administradas de 0,04 a 4,00 mg/ovo.
O mesmo nio ocorreu ¢om os embrides trata-
dos com f-asarona nessas mesmas doses,

TABELA 10

Indice de letalidade em embries de galinha inoeulados com dlec de cdlame, variedade indiana,
europbic e extrato oleoso isento de o e B-asgronas

{Continua)
Gleo de Cilame
Extrato oleoso
isento de
Doses YVariedade Variedade a e f-asaronas
{ mg/kg) indiana européia
0,15 4,1 81 8.3
1,50 4,1 3,1 13
15,00 4.1 41 1,5
Andlise de varidnecia dos itndices de letalidede da tabela 10
.- Soma dos Quadrade
Fonte de Variacho & quadrados médio w
Entre drogas 2 13502 6756,1 64,7 %
Entre doses 2 57,6 28,8 2.8
Residuo 4 418 104 e
Total 8 14495 — —

*  Bignificativo P £ 4,1,
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Andlise de varidneia do tabela 10

Grazs de
Fonte de Variacho liverdade |Soma dos Quadrades Quadrade Médio F
Entre grupos 2 1350,2 675,1 40,7 ™
Resto [ 99,4 16,6 —
Total 8 1448,6 — b
* Bignificativo P & 0,1
Teste de contraste entre médias de Tukey
. {conclusdo)
Tratamentos X f; — in EE - i—ExT.
Variedade indiana 41,0 — —
Variedade européia 34,3 6,7 -
Extrato oleoso isente
de asaronas 12,3 28,7* 220"

*  Significative P £ 0,1,
VQux V16,6

enl. = = = 2,35
Vi v3
T = Qeur. % Qeriesca
T = 2,35 x 4,34
T = 10,2

enguanto gue, com a administracdo de B-asa-
rona na dose de 0,04 mg/ovo, cerea de 43%
dos embrides apresentaram evolugic normal
até os dltimos dias de incubacfio; com doses
de 0,4 e 4,00 mg/ovo, a morte atingiu quase
a totalidade dos embriGes tratadoz (tabela
113.

A anslise de varifincia efetuada sobre os
indices de letalidade em embrifes de galinha
inocuiados com « e pB-asaronas demonstrou
ser insignificante a variacio em funcéc das
drogas ou das doses utilizadas {tabela 12).

Nas duas experiéneias realizadas para veri-
ficar a eventusl atividade teratogénica, nac
se constatou nenhum caso de malformacéo
entre os sobreviventes.

O estudo da atividade teratogénica permite
conelnir que o dles de cdlamo de diferentes
variedades, assim como as ¢ ¢ B-asaronas sdo
incapazes de produzir efeito teratogénico em
embrides de galinha. A mesma conclusfo nio
é& inteiramente extensivel ao ser humano,
porém & um indicio bastante favordvel da
auséneia de atividade teratogénica.

TABELA 11
Valores percentuais de letalidude dos embrides-controle ¢ dos inoculados com o e B-asoronas

Doses Embrides Embrides Letnlidade média
Grupos { mgfove ) inaoculados mortos {(%y = b1,
Controle Gleo de soja 30 4 13,3 %+ 538
a-asarona 0,04 30 15 50,0 = 8,0
0,48 30 18 533 - 5B
4,00 30 18 80,0 + 60
f3-asarons 0,04 30 i7 56,7 -+ 5,8
4,40 29 28 26,7 -+ 08
4,00 39 30 1006 = 0,0
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TABELA 12

Indice de letalidade em embrides de galinhe inoculados com a ¢ B-asgronas

Drogas
Doses -A5ATrona B-asarona
({ mglove)
0,04 2,1 2.2
0,40 2,2 33
4,80 2,4 4,2
Andlise de waridncie dos indices de letelidade do tabele 12
Fonte de Variacdoe é Soma dos Quadrade médio F
quadrades
Entre drogas 1 1662 1602 50
Entre doses 2 121,0 80,5 1,3
Residuo 2 64,3 32,2 e
Total 5 345,5 — -
P g0
TABELA 13
Media de resultados de frés ensaios pare cade concentracdo
Média do ndmerc de colénias revertentes por placa
TA 98 TA 108
B-asarona
(umfplaca)
Sem S, Com S, Sem S, Com 5,
C T MR C T MR C T ME C T MR
=
10 31 34 1,08 38 30 0,88 187 192 101 218 168 1,12
50 35 56 1,60 47 32 0,86 204 219 1,067 157 1956 1,24
piGH 35 63 1,61 47 57 1,21 204 205 1,01 17 222 1,41
200 31 42 1,23 36 38 1,10 187 151 0,79 153 182 1,26
560 31 31 0,92 44 Ei] 0,86 204 235 1,566 153 186 1,19

C = Controle T = Teste
MR = Razfo de Mutagenicidade

Amostra positiva MR == 20
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TABELA 14

Média de resultades de trés ensaios pave cade concentraglo

Média do ntimers de colbnias revertenies por placa
TA 1535
B-asarona
{ug/placa)
Sem 8, Cem S,
C T MR [ T MR
0 190 91 1,15 37 40 1,11
50 145 138 0,47 48 60 1,32
100 145 i27 0,90 48 55 117
200 100 98 1,67 37 37 1,08
B 109 98 0,51 37 38 0,89
C == Controle T = Teste
MR = Razie de Mutagenicidade
Amostra posgitiva = 2,0
Teste de Ames — atividade mutogénica confirma os achados de HSIA et aliil¢ mas

Qs resultados dos ensaios reazlizados em
triplicata, com a B-asarona nas concentracdes
de 10, 50, 100, 260 e 500 ug/placa sio mos-
trados nas tabelas 13 e 14; somente em
conceniragdo de 500ug/placa e superiores,
a f-asarona mostrou toxicidade positiva,
enguanto gue para as outras concentracbes
foram negativas.

Na razdo de mutagenicidade (MR) de todas
as concentragdes, em todos os ensaios, nenhu-
ma apresentou resultado maior ou igual a 2,0,
levando a concluir que 2 B-asarona nio apre-
senta atividade mutagénica. Este resuliado

nio os de GOGGELMANN & SCHIMMER &,
Uma das explica¢des pode ser a diferenca do
indutor usado para a obtengio do sistema
enzimitico microssomal de rato on S, que, no
nosse caso, fol o Aroclor 1254 e, no desse
autor, Clophen AS50. Este assunfo merece
novos estudos. :
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ABSTRACT: The LD50 was 154.5 mg per kg of mice injected intraperito-

neally with ealamus ol

obtained from the Indian variety, while oil from the

Buropean variety had unmeasureable toxicity. The LD® was 184.0 mg/kg fer
Brasarene and 226.0 mg/kg for q-asarone. There was no teratogenic activity
in chick embryos injected with either calamus oil {Indian or European variety)
or g-asarone, or B-asarene. Mean mortality varied from 10 to 100%. Ames test
showed ne mutagenic activity when B-asarone was added, at concentrations of 10,
50, 160, 200 or 500 meg to plates growing Salmonells Zyphimurium. The activator
factor present in liver extracts from rats after induetion with Aroclor 1254 did
not influence the lack of mutagenicity.

DESCRIPTORS: o and B-asarone, toxic effect in mice and chick embryos;
o and SB-asarene, mutagenic activity in Sabnonelle typhimwurium; calamus oil,
toxie effect in mice and chick embryos; calamus oil, mutagenic activity in
8. typhimurium,
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