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Resumo

Introducdao. A ciprofloxacina é um antimicrobiano da 22 geracdo da classe das
fluoroquinolonas, que atua inibindo a replicacao do DNA bacteriano pelas enzimas DNA girase
e topoisomerase IV. Os efeitos adversos da ciprofloxacina podem afetar o trato
gastrointestinal, sistema muscular, sistema tegumentar e o sistema nervoso central, incluindo
alteracdes na memoria. Objetivo. estudar os efeitos da utilizacdo da ciprofloxacina no sistema
nervoso central de camundongos. Método. Foram utilizados camundongos swiss machos (30g
e 40q), divididos em quatro grupos: controle (dgua destilada), cipro 1 (51,4mg/kg), cipro 2
(102,8mg/kg) e cipro 3 (154,3mg/kg) e ficaram sob tratamento durante 7 dias, por via oral.
Testes de comportamento: Labirinto em Y e Reconhecimento de Objetos. Apds os testes
comportamentais os animais foram eutanasiados. Os resultados foram obtidos por meio de
andlise estatistica (valores com p<0,05). Resultado. No teste de reconhecimento de objeto
observou-se que os camundongos tratados com a dose de Cipro 1 no 3° dia, apresentaram
um aumento no tempo gasto explorando o objeto novo, quando comparado ao controle. Nas
doses Cipro 2 e Cipro 3 ndo houve alteragdes significantres no indice de reconhecimento,
porém os resultados demonstram uma tendéncia de diminuicdo do indice de reconhecimento
com doses crescentes de ciprofloxacina. No teste Labirinto em Y os camundongos ndo
apresentaram alteragdes significantes na memdria operacional. Conclusdo. A ciprofloxacina
apresentou uma tendéncia na redugao da capacidade cognitiva e memoéria de reconhecimento,
acentuando-se a medida que as doses aumentavam, indicando assim a necessidade de estudos
pré-clinicos mais aprofundados.

Unitermos. Ciprofloxacina; Cognicdo; Memoria; Toxicidade; Neurotoxicidade

Abstract

Introduction. Ciprofloxacin is a second-generation antimicrobial from the fluoroquinolone
class, which acts by inhibiting bacterial DNA replication through the enzymes DNA gyrase and
topoisomerase IV. Adverse effects of ciprofloxacin can affect the gastrointestinal tract,
muscular system, integumentary system, and the central nervous system, including alterations
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in memory. Objective. To study the effects of ciprofloxacin use on the central nervous system
of mice. Method. Male Swiss mice (30g to 40g) were divided into four groups: control (distilled
water), cipro 1 (51.4mg/kg), cipro 2 (102.8mg/kg), and cipro 3 (154.3mg/kg), and were
treated orally for 7 days. Behavioral tests: Y-maze and Object Recognition. After the behavioral
tests, the animals were euthanized. Results were obtained through statistical analysis (values
with p<0.05). Results. In the object recognition test, mice treated with the Cipro 1 dose on
the 3rd day showed an increase in time exploring the new object compared to the control. At
doses Cipro 2 and Cipro 3, there were no significant changes in the recognition index, but the
results showed a trend of decreased recognition index with increasing doses of ciprofloxacin.
In the Y-maze test, mice did not show significant changes in operational memory. Conclusion.
Ciprofloxacin showed a trend in reducing cognitive ability and recognition memory,
accentuated as doses increased, indicating the need for further preclinical studies.
Keywords. Ciprofloxacin; Cognition; Memory; Toxicity; Neurotoxicity

Resumen

Introduccién. La ciprofloxacina es un antimicrobiano de segunda generacién de la clase de
las fluoroquinolonas, que actua inhibiendo la replicacién del ADN bacteriano a través de las
enzimas ADN girasa y topoisomerasa IV. Los efectos adversos de la ciprofloxacina pueden
afectar el tracto gastrointestinal, el sistema muscular, el sistema tegumentario y el sistema
nervioso central, incluidas alteraciones en la memoria. Objetivo. Estudiar los efectos del uso
de ciprofloxacina en el sistema nervioso central de ratones. Método. Se utilizaron ratones
machos Swiss (30g a 40g), divididos en cuatro grupos: control (agua destilada), cipro 1 (51,4
mg/kg), cipro 2 (102,8 mg/kg) y cipro 3 (154,3 mg/kg), y fueron tratados oralmente durante
7 dias. Pruebas de comportamiento: Laberinto en Y y Reconocimiento de Objetos. Después de
las pruebas de comportamiento, los animales fueron sacrificados. Los resultados se obtuvieron
mediante analisis estadistico (valores con p<0,05). Resultados. En la prueba de
reconocimiento de objetos, los ratones tratados con la dosis de Cipro 1 en el tercer dia
mostraron un aumento en el tiempo explorando el nuevo objeto en comparacion con el control.
En las dosis de Cipro 2 y Cipro 3, no hubo cambios significativos en el indice de reconocimiento,
pero los resultados mostraron una tendencia a la disminucién del indice de reconocimiento con
dosis crecientes de ciprofloxacina. En la prueba del Laberinto en Y, los ratones no mostraron
cambios significativos en la memoria operativa. Conclusion. La ciprofloxacina mostré una
tendencia a reducir la capacidad cognitiva y la memoria de reconocimiento, acentuandose a
medida que aumentaban las dosis, lo que indica la necesidad de estudios preclinicos mas
profundos.
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INTRODUCAO

A ciprofloxacina é um tipo de droga antimicrobiana de
amplo espectro, eficiente contra as bactérias gram-negativas
e gram-positivas, que tem como mecanismo de acao a
inibicao direta da replicacao do DNA por duas enzimas,
DNAgirase e topoisomerase IV!?2, Em 1962, apds pesquisas

realizadas para sintese de uma droga antimalarica
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denominada 7-cloroquina, intensificou-se a busca por
compostos semelhantes, o que levou a descoberta acidental
do acido nalidixico (acido 1-etil-1,4-dihidro-7- metil-4-oxo
1,8-naftiridino-3-carboxilico), que apresentou atividade
antimicrobiana, sendo entao classificado como a primeira
droga da classe das quinolonas, na qual a ciprofloxacina esta

inserida, como um farmaco de 22 geracao** (Figura 1).

Figura 1. Estrutura molecular da ciprofloxacina (Ci7 His F N3 O3).

Fonte: PubChem.

Com o passar dos anos, desde a descoberta das
quinolonas, muitos estudos buscam evidenciar as multiplas
atividades dos derivados quinol6nicos, além da atividade
antimicrobiana, como por exemplo a atividade anti-
inflamatodria, antituberculosa, antiviral e possivelmente sua
atividade no tratamento de doencas neurodegenerativas,
como o Alzheimer, através de sua estrutura multivalente>®.

Entretando, a ciprofloxacina e os demais farmacos da
classe das quinolonas apresentam diversos eventos
adversos, que acometem o sistema gastrointestinal e o

sistema tegumentar, sendo os mais comuns a nausea,
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diarreia, vomitos e erupcao cutanea’. Em 2013 o Food and
Drug Administration (FDA) identificou e advertiu sobre os
possiveis eventos que acometem o sistema nervoso central
ocasionados pela ciprofloxacina, como cefalria, tontura e
insOnia, além de eventos neuropsiquiatricos como
alucinagoes, ansiedade, parandia e psicose?.

O Comité de Avaliagdo do Risco em Farmacovigilancia
da Europian Medicines Agency (EMA), realizou uma revisao
na classe destes medicamentos, observando uma sequéncia
de relatos de usudarios da ciprofloxacina sobre os efeitos
secundarios graves e duradouros. Estes relatos incluem
incapacidades com grande impacto na vida dos doentes e dor
cronica®.

O sistema nervoso central € composto pelo cérebro e
pela medula espinhal, e é responsavel pelo processamento e
integracao de informacdes sensoriais, controle motor,
pensamento, emocdo e outras fungdes cognitivasi®. O
sistema cognitivo engloba processos mentais como
percepcao, memoria, atencdo, linguagem, raciocinio e
tomada de decisao, todos eles mediados e coordenados pelo
cérebro e suas estruturas associadas dentro do sistema
nervoso central. As funcdes cognitivas sao essenciais para
que o individuo realize julgamentos, tome decisoes,
armazene informacdes e desenvolva memdria de curto e
longo prazo!! 12,

A memoria € um processo cognitivo que pode ser
definido como a aquisicao, formagao, armazenamento e

evocacao de informacdes que foram obtidas através de
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outros processos cognitivos, entre eles a capacidade de
realizar escolhas, a percepcao do espaco em que se vive e a
capacidade de reconhecer objetos e pessoas. Os processos
cognitivos relacionados a memodria ocorrem em varias
regioes do cérebro, tais como: coértex pré-frontal,
hipotalamo, hipocampo e amigdalas?!3.

Diante disso, alteracdbes na funcao cognitiva e na
aquisicao, consolidacdao e evocacao de memorias podem
gerar grande prejuizo a saude, afetando a autopercepcao e
a autonomia, além de gerar um declinio de relacdes sociais,
familiares e afetivas. O déficit de capacidade de aprendizado
e de armazenamento de memorias afeta diretamente o
cotidiano e a qualidade de vida do individuo'4.

Consequentemente, este estudo tem importante
impacto, pois pretende avaliar o uso da ciprofloxacina em
camundongos, para identificar possiveis efeitos na memoaria
e cognicao, dentro de uma relacao translacional das doses
humanas para os camundongos. Diante disso, o objetivo
geral deste trabalho é investigar e avaliar os efeitos do
tratamento agudo com ciprofloxacina no sistema nervoso
central de camundongos, verificando os efeitos no
desempenho cognitivo € na memodria de curto prazo de
camundongos tratados agudamente com ciprofloxacina por

meio de testes de comportamento.
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METODO
Animais

Este € um estudo experimental do tipo pré-clinico que
utilizou nos experimentos camundongos swiss (30-409)
machos adultos, provenientes do Biotério da Unichristus, que
foram alojados em gaiolas de polipropileno com alimentos
(racdo) e agua (oriunda da torneira) ad libitum. Os animais
(em um total de 30 animais para todo o experimento) foram
mantidos a um ciclo claro/escuro de 12h e ambientados em
grupos de até 10 animais por gaiola. Os experimentos foram
conduzidos de acordo com o Guia de Cuidados e Uso de
Animais de Laboratério do Departamento de Saude e
Servicos Humanos dos Estados Unidos da América e segundo
as diretrizes da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais
de Laboratdrio. O presente projeto foi aprovado Comissao de
Etica no Uso de Animais do Instituto para Desenvolvimento
da Educacao LTDA - IPADE, sob o CEUA 026/23.

Procedimento

Os camundongos foram divididos em oito ou sete
animais por grupo de acordo com as condigoes
experimentais para identificar diferencas estatisticas
significantes e biologicamente relevantes entre o
desempenho basal e os efeitos do tratamento. Esse valor,
dos animais por grupo, foi obtido através de um programa
de estatistica para amostras experimentais denominado
Piface by Russell V. Lenth versao 1,76 de 29 de junho de

2011 e através também da experiéncia do orientador, além
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da leitura de artigos da area estatistical>'’. No total foram

utilizados 30 camundongos swiss machos.

Obtencao da Ciprofloxacina

A ciprofloxacina pura (com sinonimia 1-Cyclopropyl-6-
fluoro-4-oxo-7-(piperazin-1-yl)-1,4-dihydroquinoline-3
carboxylic acid, Ciprobay) sera comprada pela sigma-Aldrich.
A ciprofloxacina sera preparada diluindo em agua destilada

no momento da administracao.

Preparacdo das drogas

Os animais foram tratados com ciprofloxacina (CIPRO)
nas doses de 51,4mg/Kg, 102,8mg/Kg e 154,3mg/Kg por
gavagem (via oral). As doses da CIPRO para os
camundongos foram escolhidas de acordo com as doses
clinica desse farmaco para um homem de 60kg!®°, O grupo

controle recebeu o veiculo (agua destilada).

Protocolo de tratamento com doses repetidas

A administracao das drogas foi feita pela via oral
(gavagem), por um periodo de sete dias nas doses
determinadas para cada grupo e o0s animais foram
submetidos aos testes de comportamento 30 minutos apds
a dose administrada no 3° dia de tratamento e no 7° dia de
tratamento’?°. Apds os testes comportamentais os animais
foram eutanasiados por decaptacao.

1. Grupo Controle - Os animais receberam &gua

destilada v.o.
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2. Grupo Cipro 1 - Os animais receberam Cipro na
dose de 51,4 mg/kg v.o.

3. Grupo Cipro 2 - Os animais receberam Cipro na
dose de 102,8 mg/kg v.o.

4. Grupo Cipro 3 - Os animais receberam Cipro na
dose de 154,3 mg/kg v.o.

Trinta minutos apds a Ultima administracdao foram

realizados os seguintes testes de comportamento.

Testes de comportamento
Labirintoem Y

O labirinto em Y é constituido de trés bracos idénticos,
dispostos a 120° um do outro, formando um tridngulo
central. Os animais foram colocados em um dos bracos e a
sequéncia das entradas nos bracos foi registrada durante
oito minutos. A alternancia foi definida como a entrada nos
trés bracos, em qualguer ordem, sem que houvesse
repeticao dos bracos (por exemplo, 123, 321, 231). O
sucesso do teste é indicado pela alta taxa de alternancia nos
grupos controle, indicando que o0s animais podem se
lembrarem em qual bracgo eles entraram por ultimo?°. Apds
o teste, os animais foram devolvidos as suas caixas-moradia
e realizado a assepsia do labirinto em Y com alcool etilico a
15% entre um animal e outro. Assim, a percentagem das
alternacoes foi calculada como a razao entre as alternacoes
corretas (n) e o numero de visitas realizadas durante o
periodo de observacao (n-2), multiplicado por 1002!.2?
(Figura 2).
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Figura 2. Labirinto em Y.

Fonte: criado com Biorender.

Teste de reconhecimento de objetos

O teste de reconhecimento de objetos tem como
objetivo avaliar a memodria a curto e longo prazo. Esse
método tem a competéncia de distinguir entre objetos
reconhecidos e nao reconhecidos?3. Para avaliacdo da
memoadria a curto prazo o teste foi realizado da seguinte
forma: inicialmente, os animais foram habituados e
colocados em um campo aberto de acrilico (30x30x15)
durante cinco minutos. Posteriormente, eles foram retirados
e retornaram para sua caixa com maravalha por 15 minutos,
até o inicio da fase de treino. Na fase de treino, o animal foi
colocado novamente no aparato de acrilico contendo dois
objetos iguais (OI) e durante cinco minutos foi permitido
explorar o ambiente e os objetos. Apds 15min de intervalo,

foi realizado o teste de reconhecimento de objeto
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propriamente dito, o animal foi colocado novamente na
arena teste e um dos objetos iguais foi substituido pelo
objeto novo (ON). Durante 5 minutos, o tempo que o animal
explorou cada um dos objetos foi anotado?* (Figura 3). O
resultado foi expresso como indice de reconhecimento a um
objeto novo, sendo obtido a partir da seguinte formula:

indice de reconhecimento: (tempo ON-tempo
OI)/(tempo ON+tempo OI)

Figura 3. Teste reconhecimento de objetos.

/\15 minutos

‘ /'\ 15 minutos

Ambientagao ‘
5 minutos

Teste
5 minutos

Treino
5 minutos

Fonte: criado com Biorender.

Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como médiaterro
padrdo da média (EPM). Para comparacao de médias entre
0s grupos foi usado o teste “t” de Student e para comparacao
multipla dos parametros utilizou-se a Analise de Variancia

(ANOVA). O nivel de significancia entre os grupos foi

Rev Neurocienc 2024;32:1-19.
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determinado pelo teste de Student Newman Keul. Em todas
as analises, foram considerados significantes os valores com
p<0,05.

RESULTADOS

No teste de reconhecimento de objeto observou-se que
0os camundongos tratados com a dose de Cipro 1
(51,4mg/kg) no 3° dia (Figura 4A) apresentaram um
aumento significante no tempo gasto explorando o objeto
novo, quando comparado ao controle (p=0,0299).
Entretanto, nao houve alteragdes no 7° dia (Figura 4B) e
quando analisados os grupos em conjunto (Figura 4C). Nas
doses Cipro 2 (102,8mg/kg) e Cipro 3 (154,3mg/kg) nao
foram observadas alteragdes significantes no indice de
reconhecimento no 3° e no 7° dia de tratamento. No entanto,
os resultados demonstram uma tendéncia de diminuicdo do
indice de reconhecimento do objeto a medida que aumentam
as doses de ciprofloxacina.

Os resultados encontrados na avaliacao do teste de
Labirinto em Y demonstraram que os animais tratados com
ciprofloxacina nao apresentaram alteragdes significantes na

memoaria operacional ou de trabalho (Figura 5).

DISCUSSAO

Este estudo buscou investigar e avaliar os efeitos do
antimicrobiano ciprofloxacina nas atividades
comportamentais relacionadas a atividade cognitiva,

memodria declarativa e de trabalho ou operacional de
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camundongos em tratamento agudo com esse farmaco. A
ciprofloxacina € um farmaco de 22 geracdo, da classe das
fluoroquinolonas, eficiente contra bactérias gram negativas,
abrangendo mais de 13 microorganismos em suas atividades
antimicrobianas. Esse medicamento ¢é utilizado no
tratamento de infeccdes do trato respiratério, trato urinario,
trato gastrointestinal e infeccdes graves ocasionadas por
microorganismos gram negativos, como septicemias e

infeccOes em pacientes imunodeprimidos?.

Figura 4. A, B e C dos resultados do teste de reconhecimento de objetos.
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Testes de Reconhecimento de Objeto com ciprofloxacina nas doses 51,4, 102,8 e 154,3mg/Kg em
camundongos machos. Controle com agua destilada, Cipro 1 - ciprofloxacina na dose 51,4mg/Kg, Cipro 2
- ciprofloxacina na dose 102,8mg/Kg e Cipro 3 - ciprofloxacina na dose 154,3mg/Kg. Avaliagdao com 3 dias
de tratamento (A), Avaliagdo com 7 dias de tratamento (B) e Grupo - é a comparagdo dos grupos (C). Os
dados foram mostrados quando apresentarem significancia igual ou maior que *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001 e ****p<0,0001. a=Vs controle; b=Vs cipro 51,4; c=Vs cipro 102,8; d=Vs cipro 154,3.
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Figura 5. A, B e C dos resultados do teste do labirinto em Y.
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Controle Cipro 1 Cipro2 Cipro 3

Testes do Labirinto em Y com ciprofloxacina nas doses de 51,4, 102,8 e 154,3mg/Kg em camundongos
machos. Controle com agua destilada, Cipro 1 - ciprofloxacina na dose 51,4mg/Kg, Cipro 2 -
ciprofloxacina na dose 102,8mg/Kg e Cipro 3 - ciprofloxacina na dose 154,3mg/Kg. Avaliagdo com 3
dias de tratamento (A), avaliacdo com 7 dias de tratamento (B) e Grupo - é a comparagdo dos grupos
(C). Os dados foram mostrados quando apresentaram significancia igual ou maior que *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001 e ****p<0,0001. a=Vs controle; b=Vs cipro 51,4; c=Vs cipro 102,8; d=Vs
cipro 154,3.

Sua estrutura derivada de um nudcleo quinoldnico
multivalente contém um grupo carboxilico na posicao C-3 e
um atomo de fldor na posicao C-6 do anel, caracterizando-a
como uma fluoroquinolona?®>. Devido a sua capacidade
consideravel de atravessar a barreira hematoencefalica,
algumas fluoroquinolonas apresentam efeitos colaterais
relacionados ao sistema nervoso central (SNC) que afetam
até 1% usudrios, como parestesia, disestesia, tremores,
convulsdes (incluindo estado epilético), hipoestesia,
vertigem, disturbios da coordenacao, disturbios psiquiatricos
e dos sentidos?®27,

Diante disso, foram analisadas as doses humanas de

500mg, 750mg e 1000mg de ciprofloxacina translacionadas
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para camundongos nas doses equivalentes de 51,4mg/kg,
102,8mg/Kg e 154,3mg respectivamente, observando-se
através do teste comportamental de Reconhecimento de
Objetos uma tendéncia na diminuicdo do indice de
reconhecimento, indicando uma possibilidade de déficit na
memoria declarativa do animal, associada ao aumento da
dose administrada.

A memoria declarativa, ou memoria de
reconhecimento, diz respeito a capacidade de reconhecer
objetos ou cenas ja exploradas, seja em um momento
recente ou relacionadas a memodria de longo prazo. A
memoaria de reconhecimento é ativada através da acao do
lobo temporal medial e é associada ao aprendizado e
evocacgao de informagdes quando passa a ser uma memoria
de longo prazo através do armazenamento na informacao
adquirida2®2°,

Esse tipo de memodria é obtido através de experiéncias
sensoriais. Ao tocar um objeto, sentir um cheiro ou o sabor
de algo, o cortex cerebral é responsavel por realizar a
percepcao e enviar as informacdes adquiridas para o
hipocampo, responsavel pelas funcdes de aprendizado. A
evocacao de informacbes € um processo complexo, que
necessita de varias areas do SNC, além de ser um processo
que pode ocorrer de forma lenta, quando se trata de uma
recordacao, ou de forma mais acelerada, quando se trata de
familiaridade ou reconhecimento3°.

Desta feita, o teste de reconhecimento de objetos

explora a tendéncia natural dos camundongos de explorar
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novos objetos, avaliando sua capacidade de reconhecer
através da memoria visual o objeto inexplorado. Os
resultados deste estudo identificaram um aumento da
memoaria declarativa e atividade exploratéria no 3° dia de
aplicacao da dose de Cipro 1 (51,4mg/kg), entretanto essa
atividade nao foi observada nos demais grupos, necessitando
de mais estudos para avaliar a natureza dessa reacao.

No entanto, apesar de nao haver resultados
significantes nos grupos Cipro 2 e Cipro 3, observa-se uma
tendéncia na diminuicdo da atividade exploratéria e no indice
de reconhecimento do objeto novo a medida que a dose de
ciprofloxacina aumenta. O uso do teste de reconhecimento
de objetos para avaliar a acao de farmacos na memoria
indica que ha uma possibilidade de a queda no indice de
reconhecimento estar associada a déficit de memodria de
curto e longo prazo, sendo necessarios maiores estudos
sobre a ciprofloxacina para avaliar essa tendéncia3!-32,

O teste do Labirinto em Y é utilizado para avaliar a
memdaria operacional ou espacial, do tipo episddica, ou seja,
uma memoria consciente, obtida através de acontecimentos,
imagens, palavras ou cenas. Os camundongos tem um
comportamento inato que tende a explorar areas nao
visitadas, realizando assim a alternancia espontanea entre
0os bracos do aparato33. Os testes realizados nos grupos
analisados neste presente estudo nao apresentaram
alteracgOes significantes na memdéria operacional de trabalho.

Para avaliar a possibilidade de déficit na memoria

espacial, a porcentagem de alternancia entre os bracgos do
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labirinto deve ser menor que 50%, demonstrando assim a
presenca de possiveis danos na regido do hipocampo e na
capacidade cognitiva do roedor3*. Em 2018, apdés uma
audiéncia publica, o Pharmacovigilance Risk Assessment
Committee (PRAC), comité que avalia a seguranca de
medicamentos na Uniao Europeia, reconheceu riscos de
reacoes adversas graves associadas ao uso de
fluoroguinolonas, entre elas a perda de memoaria®.

Diante disso, analisando-se que a ciprofloxacina é um
fdrmaco amplamente prescrito no Brasil, sendo o
medicamento de primeira escolha na Atencdo Basica a Saude
para tratamento de infeccbes urinarias, tanto em adultos
quanto em criangas?>, destaca-se a necessidade de maiores
estudos sobre o risco da utilizagao dessa droga, visto que ha
uma crescente preocupacao internacional com os efeitos
colaterais desse medicamento®.

Ademais, ao analisar-se outros ensaios clinicos que
avaliam memodria e cognicdo por meio de testes de
comportamento no modelo animal3®3/, verifica-se a
importancia de um aprofundamento e desenvolvimento de
novas avaliagoes, utilizando-se de uma maior quantidade de

animais para realizagao do protocolo de tratamento e testes.

CONCLUSAO

Conclui-se que a ciprofloxacina apresentou um efeito
indicativo de melhora na capacidade cognitiva na dose
51,4mg/kg (dose clinica humana 500mg) no terceiro dia de

tratamento, entretanto esse efeito nao se manteve durante
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o restante do tratamento. Entretanto, avaliou-se uma
tendéncia na reducao da capacidade cognitiva e memaria de
reconhecimento nas doses 51,4mg/kg (dose clinica humana
500mg), 102,8mg/kg (dose clinica humana 750mg) e
154,3mg/kg (dose clinica humana 1000mg), acentuando-se
a medida que as doses aumentavam, indicando assim a
necessidade de estudos pré-clinicos mais aprofundados para

avaliacdo dessa tendéncia.
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