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Introducdo 2

1.1 - Farmacologia da Reproducéo

Estas linhas destinam-se a fornecer informacfes gerais concernentes aos
efeitos de substancias quimicas sobre o funcionamento da reproducdo em machos e
fémeas, tais como sobre a genitalia, ciclo estral, espermatogénese, niveis de
horménios reprodutivos, coOpula, concepcao, parto, lactacdo e desmame. Este
protocolo fornece informacdes sobre os riscos potenciais para o desenvolvimento
fisico e neurocomportamental e mortalidade da prole (Oliveira, 2003; Brito, 1993).

Os organismos em desenvolvimento sofrem mudancas complexas em curto
periodo de tempo. Consequentemente, a susceptibilidade dos conspectos a varios
agentes quimicos, varia dramaticamente em cada um dos estagios do
desenvolvimento (Donadio, 2005; Brinster, 1975). Por exemplo, no periodo de pré-
implantacédo, a acdo de agente téxico podera levar a embrioletalidade (Donadio,
2005; Brinster, 1975), na fase da organogenese a interferéncia de um agente toxico
poderd levar a teratogenese, e a interferéncia quimica no resto do periodo
gestacional e no periodo neonatal, podera levar a intoxicacdo propriamente dita e a
carcinogénese.

A rata, assim como a mulher, apresenta ovulacdo ciclica espontanea
independente das alteracbes sazonais ou de atividade sexual. No entanto, o ciclo
das ratas é composto por quatro fases com duracdo meédia total de quatro dias
(Matthews et al, 1984), sendo as ratas animais de pequeno porte e facil
manutencdo, tornam esses animais um excelente modelo experimental para os
estudos de reproducéo.

O ciclo estral de ratas é composto de quatro fases distintas: proestro, estro,
metaestro e diestro. O proestro dura aproximadamente de 12 a 14 horas e estende-

se do inicio da manha até o inicio da noite, sendo que no final desta fase ocorrem os
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picos hormonais pré — ovulatorios. O estro possui duragéo entre de 25 a 27 horas e,
apesar de ser um longo periodo, a rata € receptiva ao macho apenas do inicio da
noite até a madrugada quando ir4 ocorrer a ovulacao. Na sequéncia inicia-se o
metaestro com duracédo de 6 a 8 horas, seguido pelo diestro com duracao de 55 a 57

horas, reiniciando o ciclo novamente (Freeman, 1994).

As fases do ciclo estral podem ser facilmente identificadas através das
mudancas diarias da mucosa vaginal. Tal facilidade fica ainda mais evidente quando
se considera que as células do epitélio da vagina sdao prontamente identificadas
devido a presenca de células nucleadas, leucécitos e células corniformes (Mathews

et al, 1984) como ilustra a Figura 1.

FIGURA 1: Fotomicrografia de esfregagos vaginal de ratas com ciclo regulares de 4 dias. Proestro
(A); estro (B); diestro (C); Metaestro (D); DONADIO, 2005.
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Embora as influéncias do ciclo estral sobre o desempenho comportamental de
ratos sejam conhecidas desde o inicio do século XX, apenas a partir da década de
70 estudos sistematicos sobre diferencas de género em modelos animais de
ansiedade passaram a ser feitos em larga escala (Breedlove, 1993). Normalmente,
apresentam alto grau de dispersdo de fémeas. Uma das hipdteses possiveis para
explicar estes dados era a influéncia do ciclo hormonal das fémeas. Alguns estudos
investigaram as diferencas relativas ao ciclo estral em relacdo aos modelos animais

de psicopatologia como ilustra a Tabela 1.

TABELA 1 — Exemplos de diferencas em modelos animais relativas ao ciclo estral relatadas na
literatura.

Modelos animais Paréametro Fémeas Autores
D M P E
Labirinto em cruz elevado Taxa de entrada nos bragos + Dia-Veliz et al, 1989,
abertos 1997
Labirinto em T elevado Esquiva inibitéria do braco + Gouveia Jr., 2001
fechado
Esquiva de duas vias Aquisicdo + Diaz-Veliz et al 1989
Tarefa com dica + Warren et al, 1997
Labirinto de Morris Aprendizagem espacial + Warren et al, 1997
Analgesia induzida por Indice de analgesia + Ryan et al, 1988
choque
Ingestao alimentar a longo Ingestédo + o+ Laviano et al,1996
prazo
Reatividade do paladar Ingestao + o+ Claker et al, 1998
Barros et al,1998;
Imobilidade ao primeiro dia + Marvan et al,1986;
Gouveia Jr, 2001
Desespero comportamental  Laténcia inicial no primeiro dia + Barros et al,1998;
Gouveia Jr et al,
2001

Onde: D = diestro; M= metaestro; P= proestro; E= estro; adaptado de Gouveia Jr, 2002

Gouveia Jr et al (2002), demonstraram que a fase de diestro favorece o
aparecimento de maior ansiedade nos animais, e caracterizado pela menor
porcentagem de entradas nos bracos abertos, associado a um aumento da
ambulacao (isto é, a quantidade total de deslocamento espacial do animal), indicado
pela alta freqiéncia de entradas tanto nos bracos abertos como nos fechados, em

comparacao com 0s outros grupos. As fémeas, nesta fase do ciclo parecem evitar



Introducédo 5

expor-se aos bracos abertos, caracterizando esquiva da estimulacdo aversiva
gerada pelo espaco aberto.

Os processos de crescimento, maturacao e ovulacéao folicular, assim como o
funcionamento do corpo lateo, sdo coordenados diretamente pelas gonadotrofinas,
horménios foliculo estimulante (FSH) e hormonio luteinizante (LH) (Freeman, 1994).
A ovulacdo que € o apice do processo de maturacdo folicular e depende
fundamentalmente do pico pré ovulatério de gonadotrofinas, seguida pela formacéo
do corpo luteo, cuja funcédo é secretar progesterona que sera mantido pela acdo do
LH e regredira no caso de nao fecundacdo (Levine, 1997; Freeman, 1994). Em
consequéncia a lutedlise provocada pela prostaglandinas (PGF2a), ratas com ciclo
estral regular apresentam, geralmente, uma ovulacdo na manhd do estro com
nameros de ovocitos aproximadamente 14 ovdécitos, aproximadamente, a cada ciclo
(Gomes et al, 1999).

O peso do ovario depende bastante do numero e do volume dos corpos luteos
na gestacao, visto serem eles as maiores estruturas no ovario gestante (Waynforth,
1971). Os corpos luteos sdo o0s principais responsaveis pela secrecdo de
progesterona (Kato et al, 1979), eles aumentam de volume durante a gestacgéao,
tendo sido demonstrado que seu crescimento esta intimamente correlacionado com
0 aumento de secrecdo de progesterona e 20-hidroxi-progesterona (Uchida et al,
1970), hormoénios também indispensaveis a manutencdo da prenhez na rata.

Durante o periodo de gestagdo, a exposicdo materna a um agente quimico
toxico pode levar a diversas respostas e seu efeito final pode variar desde a morte
até o nascimento de individuo anormal. Essa variacdo de respostas se deve ao fato

da embriofetotoxicidade a agentes quimicos conforme os principios abaixo:
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- Resposta do agente teratdgeno € amplamente dependente do gendétipo do
embrido. Dentro da mesma espécie pode-se encontrar sensibilidade diferente a um
mesmo teratdégeno. Essa diferenca de sensibilidade intra e interespécie faz com que,
apesar das inuUmeras pesquisas na area, poucas substancias tenham sido
reconhecidas até o0 momento como teratdgenas para o homem.

- A resposta do agente teratdgeno varia dependendo do estagio de
desenvolvimento atingido pelo concepto. A exposicdo a um mesmo agente
teratdgeno pode levar as respostas diferentes no que diz respeito a freqiéncia ou

mesmo a anomalia produzida (Cassarett, 1996; Oga, 1996).

1.2 — Plantas Medicinais

Ha milhares de décadas que o homem vem buscando nas plantas a cura para
as mais variadas enfermidades, e por muito tempo, o Unico arsenal terapéutico
disponivel era o de origem natural. A busca da cura de doencas pelo uso de ervas,
folnas e raizes, provavelmente foi uma das primeiras formas de utilizacdo de
produtos naturais. Com isso, os efeitos das plantas em relacdo a determinadas
enfermidades foram observadas varias vezes, levando a aquisicdo de
conhecimentos empiricos, os quais foram passados de geracdo em geracao (Bertini
et al, 2005; Rates, 2001). Portanto, as plantas medicinais, como ficaram conhecidas,
foram ganhando espaco e tornaram-se uma das fontes mais importantes de
medicamentos, comprovando as suas enormes qualidades medicinais para a
preservacdo da saude humana, e apresentando propriedades inexploradas
(Heinrich, 2003).

Nos ultimos anos, mesmo com a ampla oferta de farmacos pela industria

farmacéutica convencional, tem havido um interesse crescente e renovado pelo uso
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de terapias alternativas e produtos naturais, especialmente vegetais. De acordo com
a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), as plantas medicinais deveriam ser as
melhores fontes de farmacos, devido aos estudos intensivos, realizados nas ultimas
décadas, voltados para a terapia natural (Bertini, 2005).

Acredita-se que 80% da populacdo mundial utilize preferencialmente, a
medicina tradicional para os cuidados basicos da saude sendo que a maior parte
das terapias tradicionais envolve o uso de plantas in natura ou produtos
manufaturados a partir de seus extratos ou principios ativos, especialmente em
paises de clima tropical e em desenvolvimento como o Brasil. Por fatores de ordem
médica, social, cultural, econdmica ou filosofica, as plantas medicinais tem sido a
opcao terapéutica para uma parcela crescente da populacdo brasileira (Serafin,
2006; Assad, 2005).

Uma andlise histérica permite avaliar que a descoberta e o desenvolvimento
de varios medicamentos estdo intimamente ligados as plantas. No inicio quando os
métodos de extracdo, purificacdo e identificacdo ndo haviam sido desenvolvidas,
empregavam-se diretamente sucos e extratos dos vegetais. Com o
desenvolvimento tecnolégico, algumas plantas comecaram a ser empregadas como
fonte de extracdo direta dos principios ativos, estes serviam como material de
partida para a sintese de derivados quimicos ou como modelo para sintese total de
novos farmacos.

Vuorela et al, 2004 atribui a permanéncia do uso de produtos naturais devido
a dificuldade crescente em descobrir e desenvolver entidades moleculares novas, ou
seja, substancias bioldgicamente ativas com estruturas quimicas e diversidades
estruturais inéditas, para o tratamento das doencas como a obesidade, diabetes, e

os males de Parkinson e Alzheimer dentre outras enfermidades contemporaneas.
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As plantas representam uma reserva praticamente inexplorada de
substancias uteis a humanidade. Aproximadamente 420 mil espécies vegetais sédo
conhecidas (Bramwell, 2000) e menos de 5 % destas foram avaliadas para uma ou
mais atividades biologicas (Verpoorte, 2000), e também diante do fato de que uma
Unica planta pode conter varias substancias quimicas diferentes, percebe-se a
riqueza de estruturas moleculares novas no reino vegetal que ainda podem ser

conhecidas e aplicadas (Hostettmann, 2003).

1.3- Fitoterapicos

A Resolucéo de Diretoria Colegiada (RDC) no. 17 de 24 de fevereiro de 2000
conceitua droga vegetal como planta ou suas partes, ap0s processos de coleta,
estabilizacdo e secagem, podendo ser integra, rasurada, triturada ou pulverizada; e
medicamento fitoterapico aquele que € obtido por processos tecnologicamente
adequados, empregando-se exclusivamente de matérias primas vegetais, com
finalidade profilatica, curativa, paliativa ou para fins de diagnaostico.

A Portaria 6/SVS de 31/1/1995, DOU de 6/2/1996 estabelece que para
registrar um fitoterapico junto ao Ministério da Saude, o produtor deve comprovar a
eficacia (se realmente age nas indicacbes apresentadas), realizar a avaliacdo dos
riscos e de seu uso e estabelecer parametros de qualidade e estabilidade. Por isso,
o0 produto deve obedecer as seguintes exigéncias: a) ter numero de registro no
Ministério de Saude; b) declaracdo do responsavel técnico pelo produto que
responda pela qualidade; c) data de fabricacdo e o periodo de validade; €) nUmero

do lote; f) cuidados de armazenamento (Schenkel, 2001; 1996).
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Os fitoterapicos, assim como todos os medicamentos, devem oferecer
garantia de qualidade, ter efeitos terapéuticos comprovados, composi¢cao
padronizada e seguranca de uso para a populacéo. A eficacia e a seguranca devem
ser validadas atravées de levantamentos farmacologicos, documentacoes
tecnocientificas em publicacdes indexadas, estudos farmacoldgicos, toxicologicos,
pré-clinicos e clinicos. A qualidade deve ser alcancada mediante o controle das
matérias-primas, do produto acabado, materiais de embalagem, formulagéo
farmacéutica e estudos de estabilidade (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria,
ANVISA, 2007), bem como a inexisténcia de contaminantes nocivos a saude, como
metais pesados, pesticidas, microorganismos e metabdlitos, produtos de

degradacéo, entre outros fatores (Farias, 2001).

1.4- Cerrado

O Brasil possui areas como o Pantanal, Mata Atlantica, Caatinga, Floresta
Amazoénica de grande abundancia de plantas nativas, estando entre elas o bioma
Cerrado. Como acrescentam Ribeiro, Walter (1998), este € o segundo maior em
area do pais, ocupando 23% do territério nacional (dois milhdes de km?), estando
localizado basicamente no planalto central e sendo considerado um complexo
vegetacional de grande heterogeneidade fitofisionémica. Para Proenca et al (2000),
o Cerrado € o0 mais brasileiro dos biomas sul-americanos, pois, excetuando-se
algumas pequenas areas na Bolivia e no Paraguai, ele esta totalmente inserido no
territorio nacional.

Ainda héa caréncia de estudos voltados para a identificacdo de plantas uteis do

cerrado, principalmente quando comparada a diversidade e a area ocupada. O
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desconhecimento de sua riqueza soma-se a estimativa de que 40% do bioma esta
em risco sendo considerado o bioma de maior risco de extincdo. Por isso a
importancia de estudar este ecossistema visa ndo somente para o conhecimento do
perfil quimico, e a descoberta de novas substancias Uteis ao homem, mas também
para a sua preservagdo, sendo que tais recursos, uma vez extintos, estardo
indisponiveis as futuras geracdes (Guarim Neto, 2003).

Mato Grosso, localizado na regido Centro-Oeste do pais, € 0 estado que
possui a maior area de Cerrado com 422.125 km? (Pereira et al 1997). Este bioma
representa uma das maiores riquezas naturais brasileiras em espécies vegetais,
incluindo as de uso medicinal (Sano, Almeida 1998). O Cerrado mato-grossense é
rico em espécies medicinais, mas desconhecidas do ponto de vista cientifico e o
extrativismo descontrolado vem reduzindo a diversidade de espécies vegetais desta
regido (Vieira, Martins 1996). Entre as diversas plantas citadas pela populacdo como
medicinais no cerrado mato-grossense estd a calunga pertencente a familia

Simaroubaceae , género Simaba e espécie ferruginea.

1.5 - Familia Simaroubaceae e 0 Género Simaba

A familia Simaroubaceae é tipicamente tropical, com aproximadamente 200
espécies (Cronquist, 1981), distribuidas em 20-30 géneros (Thomas, 1990), da
ordem Rutales, de distribuicdo pantropical, sdo todos representantes lenhosos,
arbustos ou arvores com folhas alternadas compostas ou as vezes inteiras, sem
pontuacdes, podendo haver espinhos (Joly, ). Sdo géneros comuns no Brasil,

vulgarmente designada de camboata, calunga, com espécies que apresentam na
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casca do caule, no lenho, nas folhas e especialmente na da raiz, substancias muitos
amargas, empregadas na medicina popular.

Essa familia apresenta terpendides com atividade parasiticida e anti-tumiral;
cumarinas, triterpendides e alcaloide glicosidico denominada de cantinosideo
(Polonsky, 1985).

O género Quassia também conhecido como Simarouba, € comum no Brasil e
ocorre desde as Guianas até o Maranhdo, sendo cultivado em varios estados do
Brasil, passando também pela Venezuela, Colémbia e Norte da Nicaragua. Quassia
amara L. conhecida, popularmente, como murubda, marupa, quina-de-Caiena,
quassia e quina, € uma arvoreta de 4-7 m de altura, com folhas compostas, com
cinco foliolos, imparipinadas (folhas compostas — Iamina foliar divididas em folhinhas
menores), raquis e peciolos alados, foliolos oblanceolados, apice abruptamente
acuminado e base atenuada (Macedo, 2002). O uso terapéutico desta espécie €
conhecido desde o século XVIII, esta planta possui um alcaléide chamado quassina.
O seu uso popular ocorre no combate a flatuléncia, as diarréias, a anemia, a
dispepsia e outras moléstias do estdbmago, além de ser usado como febrifugo,
tbnico, no tratamento dos males da vesicula e contra a malaria.

O site flora brasiliense revisada relata a ocorréncia de 49 espécies do género
Simaba, (Quadro 1) que estdo distribuidos em todo o continente americano, com
excecdo da Argentina, Chile e Uruguai, verificando-se a maior ocorréncia em
territorio brasileiro .

Algumas espécies do género Simaba apresentam relatos na literatura sobre
0S aspectos quimicos e farmacoldgicos estes sédo: S. multiflora foram encontrados

dois quasindides: a chaparina e 6 a senecioiloxichaparrinona que apresentou
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QUADRO 1 - Listas das principais espécies do género Simaba

Simaba alata Maguire

Simaba amara Aubl.

Simaba angustifolia Benth.

Simaba cedron Planch.

Simaba crustacea Engl.

Simaba cuneata A. St.-Hil. & Tul.

Simaba cuspidata Spruce ex Engl.

Simaba cuspidata var. cuspidata

Continuacao quadro 1

Simaba cuspidata subsp. cuspidata (Engl.) Cronquist

Simaba cuspidata var. typica Cronquist

Simaba docensis Francesch. & Kik. Yamam.

Simaba ferruginea A. St.-Hil.

Simaba ferruginea var. blanchetii (Turcz.) Engl.

Simaba floribunda A. St.-Hil.

Simaba foetida Benth.

Simaba glabra Engl.

Simaba glabra subsp. trijuga Hassl.

Simaba glandulifera Gardner

Simaba guianensis Aubl.

Simaba guianensis var. angustifolia (Bentham) Engl.

Simaba guianensis var. ecaudata Cronquist

Simaba guianensis subsp. guianensis

Simaba guianensis var. guianensis

Simaba guianensis subsp. huberi Francesch. & W.W. Thomas

Simaba guianensis subsp. polyphylla Cavalcante

Simaba guianensis var. typica Cronquist

Simaba insignis A. St.-Hil. & Tul.

Simaba intermedia Mansf.

Simaba laevis Casar.

Simaba longifolia Casar.

Simaba maiana Casar.

Simaba minor Huber

Simaba monophylla (Oliv.) Cronquist

Simaba morettii Feuillet

Simaba multiflora A. Juss.

Simaba nigrescens Engl.

Simaba obovata Spruce ex Engl.

Simaba orinocensis Kunth

Simaba paraensis Ducke

Simaba pohliana Boas

Simaba polyphylla (Cavalcante) W.W. Thomas

Simaba praecox Hassl.

Simaba quassioides D. Don

Simaba salubris Engl.

Simaba suaveolens A. St.-Hil.

Simaba subcymosa A. St.-Hil. & Tul.

Simaba suffruticosa Engl.

Simaba trichilioides A. St.-Hil.

Simaba warmingiana Engl.

Fonte: adapatada do site flora brasiliensis revisitada, data de acesso 03/09/2007.
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atividade anti-neoplasica em camundongos (Arisawa, et al, 1983; Wani, et al 1978).
S. orinocensis apresentou as substancias orinocinolida e o simalikalactona que
evidenciaram atividades contra o Plasmodium falciparum e o composto quassinéide
com acao contra a Leishmania donovani (Muhammad, et al, 2004). S. guianensis
foram identificados o0s quassindides gulactona e simalikalactona D, que
evidenciaram atividade antimalarica em testes in vitro (Cabral et al, 1993). Os
quassindides 6 a- tigloiloxichaparrinona e 6 a- tigloiloxichaparrina identificados em S.
cuspida foi verificado atividade antineoplasica (Polonsky et al, 1980).

Os compostos cedronolactonas, chapararrinona, chaparrina, glaucarubolona,
glaucarubol, samaderina Z, guanepolida, ailaguassina A, poliandrol, cedronina e
simalikalactone D fazem parte da composi¢cdo quimica da Simaba cedron Planchon
(Hitotsuyanagi et al, 2001; Ozeki et al, 1998; Moretti et al, 1994). A cedronina
apresentou atividade contra o Plasmodium vinkei, porém apresentou um baixo indice
terapéutico limitando assim seu uso terapéutico quando comparado com a
cloroquina (Moretti et al, 1994). Os triterpenos: nilocitina, diidronilocitina, taraxerona
e o alcaldide 9-metoxicantinona foram constatado em S. polyphylla Caval (Saraiva,
2004).

Souza et al (2005) isolou as moléculas cedronina, chaparinona e simarolida

da Simaba subcymosa.

1.6 - Simaba ferruginea St. Hil

Simaba ferruginea St. Hil, popularmente conhecida como calunga, calunga

ferruginea, ou fel da terra, com sinonimia cientifica de Quassia ferrugiena D. Dietr.,

Picrodendron calunga Mart. Ex. Engl., Sima bahiensis Moric.
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E uma arvoreta pereniféla, de 3 — 5 m de altura, pouco ramificada, nativa do
cerrado seco do Brasil Central, desde Pernambuco até Bahia, Minas Gerais, Goias e
Mato Grosso. Folhas com 2-4 pares de foliolos, os quais sdo coriaceos, elipticos,
ferrugineo-pubescentes e nevados na face inferior, de 7-16 com de comprimento; as
flores sdo discretas, subsésseis, de cor amarela, dispostas em paniculas terminais
compostas e mais curtas que a folnagem. Os frutos sdo de cor marrom-esverdeados

guando maduros (Lorenzi, Matos; 2002) (Fig. 2).

FIGURA 2 — Simaba ferruginea St. Hil — arvoreta florida e com fruto.
foto: Wander Miguel de Barros, fevereiro de 2004.

Em Mato Grosso sua casca tanto do tronco quanto do rizoma, é empregada
pelos indios e ndo indios para o tratamento de dispepsia, febre, edema, cicatrizacéo
de feridas, Ulceras gastro-duodenais, antidisentérica, dores reumaticas,
machucaduras, e obesidade, principalmente na forma de decocto e chas (Lorenzi,

2002; Marcello, 2001; Somavilla, 1998; Souza, 1998; De La Cruz, 1997).
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Peckolt, 1853; Moretti et al, 1994 relata a indicacdo do caule e das raizes da
calunga para o combate da malaria, febres, diurética, e digestiva.

Em um levantamento etnofarmacoldgico baseado em 3 dissertacdes de
mestrado e 1 tese de doutorado defendidas do Curso de Pos-graduacdo em Saude
e Ambiente, da Area de Etnobotanica do Instituto de Saide Coletiva, da
Universidade Federal de Mato Grosso defendidas no periodo de 1997-1999,
chegou-se ao numero expressivo de 172 plantas utilizadas pelos moradores de
diversas regides do estado de Mato Grosso, para as diversas enfermidades. As 10
plantas mais citadas foram selecionadas do ranqueamento, as quais foram
submetidas a pesquisa bibliografica em bases de dados (NAPRALERT, UNIBLIBI,
LILACS, MEDLINE, EMBRAPA. Duke, Rain-Tree, Prossiga, Chemical Abstracts,
Resumos de Eventos Cientificos: Reunido Anual de Sociedades de Biologia
Experimental — FESBE (1986-1998), Simpésio de Plantas Medicinais do Brasil,
(1994-1998), Anais do Encontro de Iniciagcdo Cientifica da UFMT — EICE (1994-
1997) e Compéndios; Pio Corréa, 1926; Pott-Pott, 1994; Guarim Neto, 1996; Lorenzi,
1998) de modo a eliminar aquelas ja estudadas e demonstrou que sobre a Simaba
ferruginea St Hil., ndo havia relatos acerca de sua composi¢cao quimica ou atividade
farmacoldgica que ratificasse o uso popular (Barros, 1999; Marcello, 1999).

Estudos farmacologicos sobre a Simaba ferruginea St. Hil demonstraram a
inibicdo do indice de ulcera induzida por indometacina nas doses de 20 e 50 mg/Kg
com porcentagem de 75,5 % e 96,2 % respectivamente em relacdo ao grupo
controle; a prevencao de surgimento de lesdes gastricas induzidas por etanol nas
doses de 50 e 100 mg/Kg com porcentagem de 87% e 90% respectivamente em

relacédo ao grupo controle (Marcello et al, 2000).
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Nos animais pré-tratados com S.. ferruginea St Hil. nas doses de 20; 50 e
100 mg/kg reduziu-se a acdo mucolitica do etanol; houve a diminuicdo do transito
intestinal; a dose de 100 mg/kg houve a reducdo do tempo de sono barbitdrico em
26,5% em relacédo ao grupo controle (Marcello et al, 2002)

Quanto a avaliacdo da toxicidade aguda de Simaba ferruginea foi constatado
que possui relativa toxicidade aguda oral em animais de laboratorio, com a
observacdo de morte de 1/3 dos animais testados; e a partir de 2 g/Kg verificou-se
Obito de todos os animais. Ja a toxicidade sub-cronica nas doses de 20 e 100 mg/Kg
€ indicada como ausente, pois ndo houve relato de alteracbes nos dados
hematolégicos, anatomohistologicos, perfil bioquimico nem no ganho de peso, no
consumo de agua nem de racdo (Marcello et al, 2002).

A atividade antinoceptiva foi relatada nas fracdes alcaloidica e dos alcaldides
cantinona e 4-Metoxi-Cantinona isolados de Simaba. ferruginea no modelo de dor
induzido por acido acético; e no teste de formalina tanto para a fase neurogénica
quanto na fase inflamatoria, apenas a fracdo 4-metoxi-cantinona fora eficaz no
modelo da placa quente (Freitas, 2005).

Noldin et al (2005) demonstrou que o0 extrato metandlico bruto administrado
intraperitonealmente inibiu 95% o indice de ulceracdo com a dose de 20 mg/Kg em
camundongos; entretanto 0 mesmo nao aconteceu com as fracdes hexanicas e
diclorometéanica obtidas a partir do extrato bruto metandlico porém com
administracéo oral.

A analise fitoquimica do rizoma evidenciou a presenca de alcaldides enquanto
gue a das folhas foi constatada a presenca de compostos fendlicos; e foram isolados
0S compostos cantin-6-ona, e 4 metoxicantin-6-ona dos rizomas e 0s compostos

esterodide I3 sitosterol, quercetina-3-a-o-ramnosil, das folhas (Noldin, 2005).
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Como base no que foi descrito acima se optou pelo estudo dos efeitos de
extrato hidroetanolico (etanol 70%) dos rizomas de Simaba ferruginea St Hil, sobre a
reproducdo em fémeas de ratas da linhagem Wistar devido aos seguintes motivos:

- é planta pertencente ao cerrado mato-grossense e utilizada pela populacao
india e ndo india do estado de Mato Grosso;

- estudos farmacolégicos de Marcello et al (2001), confirmam efeitos anti-
ulceras gastricas, e Noldin (2005) evidenciou atividade anti-nociptiva;

- ndo existem estudos toxicologicos detalhados a respeito desta planta;

- estudos farmacologicos e toxicologicos sobre a reproducdo e o
desenvolvimento da prole sédo etapas indispensaveis para o desenvolvimento de
quaisquer farmacos;

- estudos da atividade motora e em labirinto em cruz elevado foram realizados
em funcdo dos indicativos de que o ciclo estral pode influenciar estes
comportamentos em ratos e a uniformidade do grupo poderia ser um indicativo que

as fémeas estariam na mesma fase do ciclo.
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2.1 - Objetivo Geral

Estudar os efeitos do extrato hidroalcodlico (etanol 70%) dos rizomas de
Simaba ferruginea St. Hil. (calunga) (EHSF) em atividades comportamentais,
desempenho reprodutivo de ratas adultas da linhagem Wistar, conseqiéncias para o
desenvolvimento intra-uterino dos filhotes e determinar a DLsp em camundongos

Mus musculus.

2.2 - Objetivos Especificos

a) verificar os efeitos da administracdo prolongada (15 dias) de Simaba ferruginea
St. Hil sobre o desempenho reprodutivo das fémeas da geracdo FO, através dos
seguintes parametros:

- avaliacao do ciclo estral;

- verificacdo do acasalamento no estro;

- numero de implantes;

- numero de filhotes nascidos vivos;

- nimero de natimortos;

- numero de centro de reabsorc¢ao fetal;
b) determinar a influéncia da Simaba ferruginea St. Hil sobre parametros
anatémicos, fisiolégicos e comportamentais das fémeas adultas da geracdo FO tais
como:

- peso corporal durante a prenhez;

- peso relativo do utero, ovario, figado, coracdo, pulméo, rins e baco;

- consumo de racéo;
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- consumo de agua;

- ingestao de agua;

- verificacdo da atividade motora e atividade no labirinto em cruz elevado;
c) avaliar a concentracdo de proteinas séricas totais, glicose, uréia, aspartato amino
transferase (AST), alanina amino transferase (ALT) de ratas tratadas durante dois

ciclos estrais consecutivos.
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3.1- Animais
Os animais utilizados nos experimentos foram provenientes do Biotério
Central, do UNIVAG — CENTRO UNIVERSITARIO, mantidos em gaiolas de
propileno a 22 + 1°C, em ciclo claro-escuro de 12 h (7h - 19h), controlado por
“timer” da marca Fox Lux , tendo acesso livre a agua e racdo Purina® (Labina).
eRatos albinos (Rattus norvegicus), variedade Wistar, adultos, idade
variando de 2 a 3 meses, machos e fémeas pesando 180 - 280 g;

eCamundongos albinos (Mus musculus), variedade Swiss-Webster,

adultos, machos e fémeas pesando 25-35 g;

3.2 - Drogas, reagentes e corantes

Todas as substancias utilizadas nos ensaios farmacoldgicos foram de
pureza analitica, com excecdo de Heparina sédica (Liqguemine®), e Eter Etilico

Comercial®, Solucao de TURK.

Acido acético glacial SYNTH
Alcool etilico MERCK
Alcool metilico MERCK
Azul de Evans FLUKA
Cloreto de sédio INDEX
Cloroformio MERCK
Eter etilico comercial ® TECHNION
Heparina sédica (Liquemine ®) ROCHE

Solucéo de Turck IMBRALAB
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Tetracetato de etilenodiamina dissédico (EDTA dissédico) SIGMA

Kits para dosagens sorolégicas de proteinas séricas GOLD ANALISYS

totais, glicose, uréia, AST e ALT

3.3 - Equipamentos

Autoclave modelo vertical 103

Balanca analitica Precision Plus TP-200

Balanca eletr6nica de precisdo modelo SM 200

Balanca eletrénica modelo 9091-1
Bomba de vacuo TE- 058

Campo aberto de madeira

Centrifiga Excelsa baby modelo 208N
Cronbmetro digital

Destilador

Espectrofotdmetro spectronic Genesys
Estufa de secagem Retilinea
Evaporador Rotativo MA 120
Labirinto em cruz elevado de madeira
Lupa Esterioscépica TYP 103 WR
Microscopio optico STUDAR LAB.
Moinho

Paquimetro

Scanner

FABBE
OHAUS
CHYO
TOLEDO

TECNAL

FANEM

FANEM
MILTON ROY
FANEM

MARCONI

CHYO

NUKON

FANEM

hp scanjet 2400
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4 - Material botanico

4.1 - Area de Coleta

Como mostra a Figura 3, a area de coleta esta situada na Baixada Cuiabana, no
Municipio de Santo Antonio do Leverger - MT, entre 20 e 30 km ao sul de Cuiaba, nas
margens do rio Cuiaba e ao norte do Pantanal Mato-grossense, com localidade na
altitude: 141 m; latitude: 15° 47’ 11”7 S; longitude: 56° 04’ 47" W. Seu clima apresenta
duas estagcbes bem definidas, uma chuvosa (outubro a margo), e outra seca (abril a
setembro). As precipitagdes médias anuais ficam em torno dos 1500 a 1700 mm e as
médias anuais de temperatura sdo elevadas aproximadamente 35° C. A formacao
vegetal predominante é o cerrado (desde campo limpo até cerradado), apresentando
floresta decidua na encosta dos morros e floresta de galeria ao longo dos rios, além de,
em alguns trechos, vegetagao tipica de areas alagadas. As principais atividades
econbmicas sdo a agricultura familiar, a pesca, a fabricagdo de farinha de mandioca
para auto-consumo e comercializagdo. Além disso, atividades ligadas ao turismo
comecam a ser implementadas. Nos anos recentes, as influéncias externas vém se
tornando marcantes, aprofundadas pela implantacdo de infra-estrutura moderna, que

permite a rapida penetragao na area da ideologia urbano-industrial (Amorozo, 2002).

4.2 - Coleta e identificacdo das plantas medicinais

A planta utilizada neste trabalho foi coletada pelo doutorando em Ciéncias da

Saude da Faculdade de Medicina da Santa Casa de Sao Paulo, Wander Miguel de
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Barros, e pelo Técnico de Laboratério Ilvan da Costa Lopes, do Departamento de
Botanica e Ecologia (BOTECO), do Instituto de Biociéncias (IB), da Universidade

Federal de Mato Grosso (UFMT).
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FIGURA 03 — A: mapa da localizagdo do municipio de Santo Anténio do Leverger-MT, local da coleta da

Simaba ferruginea. B: localizagdo em relagdo a América do Sul. Fonte: Amarozo, 2002.

A identificacdo taxondmica foi realizada pelos Prof. Dr. Germano Guarim Neto,
do BOTECO (IB), da UFMT. Amostras testemunhas do material florifero e herborizado
encontram-se depositadas no Herbario Central da Universidade Federal de Mato
Grosso, (exsicata n® 22591).

A coleta foi realizada no dia 14/02/2004, em Santo Antonio do Leverger - MT,
situada a 30 Km ao sul de Cuiaba, na Fazenda Experimental da UFMT; altitude: 141 m;

latitude: 15° 47’ 11” S; longitude: 56° 04’ 47" W.
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Foram coletados folhas, caules para a montagem da exsicata e rizomas (em

maior quantidade) como detalha a Figura 4.

A B C

FIGURA 4 - Simaba ferruginea St. Hil (Simaroubaceae)

Nome popular: Calunga

Local de coleta: Santo Antbnio do Leverger — MT

Coletadores: lvan da Costa Lopes e Wander Miguel de Barros

Data da coleta: 14/02/2004

Exsicata n°: 22.591

Identificag&o: Prof. Dr. Germano Guarim Neto

Herbario Central da Universidade Federal de Mato Grosso

A — o rizoma sendo limpo; B — local da coleta; e C — exsicata.

Fonte: Wander Miguel de Barros, 2004.

4.3 - Preparo do Extrato

O EHSF foi preparado no Laboratério de Farmacognosia do UNIVAG — Centro
Universitario, sob a supervisdo do Profa. Dra. Maria Luzinete Alves Vanzeler, da Area
de Farmacologia do Departamento de Ciéncias Basicas em Saude da Faculdade de

Ciéncias Médicas (FCM) da UFMT.
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Os rizomas de Simaba ferruginea ST Hil foram limpos, secos a temperatura
ambiente e triturados em moinho elétrico (tamis n° 1, com 5 mm de didmetro). Os pos
resultantes foram pesados e macerados em solugédo hidroetandlica a 70% (V/V), na
proporgao de 1:3 (p/v), por 7 dias. ApOs esse periodo, os macerados foram filtrados em
papel de filtro (n°170g). O filtrado hidroetandlico foi submetido a rotoevaporacéao, a 45°
+ 1°C, sob pressao reduzida (625 mmHg), até obtencdo do extrato fluido. Esse foi
posto em estufa, 45°C, até a completa eliminacdo do solvente. No momento de uso, o
extrato foi dissolvido em veiculo inerte para a concentragcao desejada (Oliveira, 2003;

Mota, 2002; Barros, 2001; Trevisan, 2001; Sartori, 1999; Lima, 1998).

4.4- Determinacdo do peso seco do extrato bruto da planta

Trés aliquotas de 100 mg do extrato foram retiradas e colocadas em 3 frasco-
ampolas de 5 ml, previamente tarados, secos em estufa a aproximadamente 60°C, por
6 — 8 dias e pesadas sucessivamente em balanga analitica, até obtencdo de peso
constante. As concentragbes dos extratos brutos, expressas em mg %, foram obtidas

pela média aritmética dos trés ultimos pesos.

4.5 - Determinacdo do rendimento de extrativos

A determinacao do rendimento (%) de cada extrato bruto foi feita utilizando-se a

féormula:



Método 30

R (%) = Peso seco (g/g) x quantidade de extrato obtido(g) X 100

Quantidade total de p6 utilizado (Q)

Na Tabela 2 verifica-se respectivamente o peso seco (73%) e rendimento (7%)
do EHSF (Oliveira, 2003; Mota, 2002; Barros, 2001; Trevisan, 2001; Sartori, 1999; Lima,
1998).

TABELA 2 — Peso seco e rendimento para o Extrato hidoretandlico de Simaba
ferruginea St. Hil.

Extrato Hidroetandlico Peso seco (mg %) Rendimento %

Simaba ferruginea St Hil 73 7

4.6 - Procedimentos Experimentais

4.6.1 - Teste Hipocratico

Foram utilizados 3 camundongos machos, 25-30g, que receberam atraves
de gavagem orogastrica o extrato hidro-etandlico da planta (50 a 4000 mg/kg). Um
animal controle foi utilizado para cada dose, recebendo agua destilada em um volume
de 0,1 ml/10g de peso corporal (p.c.). Todos os animais foram observados
individualmente em gaiolas apropriadas, apds a administragdo dos extratos nos tempos
de 0; 5; 10; 15 e 30 min; 1; 2; 4 e 8 h e, uma vez, a cada dia, por uma semana. Os
resultados das observagbes comportamentais gerais foram anotados em tabela

adaptada dos trabalhos de Malone (1977, 1983).
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4.6.2 - Toxicidade aguda - Dose letal - 50 % (DLsg)

Para determinagéo da DLsg utilizou-se o0 método de Miller, Tainter (1944). Doses
crescentes (500, 1000, 2000, 3000 e 4.000 mg/kg) do EHSF foram administradas
oralmente em grupos de 10 camundongos (5 machos e 5 fémeas) cada, pesando 25 -
30 g. Decorridas 24 h, foi contado o numero de animais mortos e expressos em termos
percentuais, por sua vez transformados em probitos e plotados na ordenada contra o
logaritimo das doses nas abscissas. A DLs foi calculada por extrapolagéo, através da
reta de regressao, do valor de probito igual a 5,0 no eixo das doses. O erro padrao da
média (EPM) foi calculado utilizando-se a férmula: EPM = 2 S/2N, onde 2 S
representam a diferenca entre os probitos 4,0 e 6,0 (16 e 84 %, respectivamente) e N, o
total de animais dos grupos compreendidos entre os probitos 3,5 e 6,5 (6,7 e 93,3 %,

respectivamente).

4.6.3 - Atividade motora em campo aberto

Atividade motora espontdanea em campo aberto foi monitorada durante cinco
minutos (Guaraldo et al, 2000; Naselo et al, 1998). Foram utilizadas 12 a 15 ratas
(fémeas), 220- 2509, que receberam através de gavagem orogastrica com os extratos
hidroetandlicos a 70 % do EHSF (50 e 100 mg/Kg), por 0,5 h; 1h; 15 dias antes do teste
(ultima administragdo no momento do teste), um grupo controle foi utilizado, recebendo
agua destilada num volume de 0,1 ml/10g de peso corporal (p.c.).

O aparelho € uma arena circular composta por piso de madeira com 99 cm de

didmetro, circundada por parede com 30 cm de altura, ambos feitos de madeira,
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pintados da cor branca. O piso € dividido em 33 partes, usando circulos e segmentos
radiais. O aparelho foi colocado em ambiente silencioso. Antes de introduzir cada
animal a arena foi limpa com uma solugéo de etanol a 5%, para eliminar a possibilidade
de alteracdes devido a odores deixados pelos animais anteriormente testados.

No inicio de cada teste o animal foi individualmente colocado no centro da arena
e 0s seguintes parametros foram registrados:

- Locomocao total: numero de vezes que o animal pisa cada unidade corresponde
ao ato do animal penetrar com as quatro patas, em uma das divisdes do chao da
arena;

- Frequéncia de levantar (“reaning”): corresponde a postura do animal apoiado nas
patas posteriores, com o tronco perpendicular ao ch&do tendo a cabeca voltada
para cima, podendo tocar ou ndo com as patas anteriores, as paredes do campo

aberto.

4.6.3 - Labirinto em cruz elevado

Teste realizado imediatamente apds o teste de campo aberto.

Baseia-se no modelo proposto por Pellow et al (1985) para ratos e validado por
Lister (1987) para camundongos. E baseado na aversdo natural dos roedores a
espacos abertos, que se contrapde ao seu interesse em explorar o ambiente. Através
do paradigma medo-exploragéo, permite avaliar ansiedade.

O aparato consiste de um labirinto em forma de cruz de madeira que é colocado

50 cm do solo. Compreende dois bragcos opostos abertos, de 50 x 10 cm, que cruzam
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em ngulo reto com dois bragos fechados, de mesmas dimensdes, cercados por paredes
de 40 cm de altura, sem cobertura. Para evitar quedas, os bragos abertos tém uma
borda de 0,5 cm de altura. Os bragos abertos e fechados sdo conectados por uma
plataforma central de 10 x 10 cm.

O aparelho foi colocado em ambiente calmo. Cada animal foi colocado na
plataforma central de frente para um brago aberto. Foram registrados durante cinco
minutos:

- Numero total de entradas (em qualquer brago);
- Numero de entrada em brago aberto e braco fechado;
- Porcentagem de entradas em brago aberto: € calculada dividindo-se a freqiiéncia

de entradas em braco aberto pelo total de entradas multiplicando-se por 100;

-  Tempo despendido em bracos abertos e fechados;

4.6.4 - Avaliacdo dos Eeeitos do extrato hidroetandlico de Simaba ferruginea ST

Hil. no ciclo estral de ratas.

Para este procedimento foram selecionadas ratas de aproximadamente 2 meses
de idade, virgens, sadias e ciclando normalmente por trés ciclos consecutivos, foram
randomicamente divididas em 3 grupos e tratadas por 15 dias ou por 30 dias com EHSF
nas doses de 50 e 100 mg/kg ou agua destilada por gavagem orogastrica.

O ciclo foi acompanhado através de observagdes microscopicas diarias do
lavado vaginal conforme Ham, 1967. Os esfregacos foram feitos sempre pela manha
10h a 12h, através da aplicagéo de 0,5 ml de solugdo de NaCl 0,9% na vagina, com

uma pipeta de plastico de 1ml, seguida de aspiragédo do lavado. O material pipetado era
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depositado sobre uma lamina e levado ao microscopio 6tico (NYKON) e observados as
fases do ciclo estral, segundo Barrow (1990), Hankness E Wagner (1993): a) diestro —
presenca de leucécitos e/ou muco; b) proestro — presenga de células epiteliais
nucleadas; c) estro - no inicio do estro — muitas células epiteliais cornificadas e algumas
células nucleadas e no final do estro — muitas células epiteliais cornificadas juntas; d)
meta-estro — presencga de células cornificadas e leucocitos em abundancia.

O peso corporal foi acompanhado periodicamente e a coleta do soro para analise

de alguns parametros bioquimicos para posterior analise.

4.6.5 - Avaliacdo dos efeitos do extrato hidroetanolico de Simaba ferruginea ST

Hil. sobre a fertilidade e desempenho reprodutivos das fémeas.

Ratas de aproximadamente 2 meses e meio de idade e ciclando normalmente
por 3 ciclos consecutivos foram colocadas para acasalar com machos sexualmente
ativos, em gaiola de polipropileno 40x50x20 cm no esquema 1:3 (1 macho para 3
fémeas). O lavado vaginal foi examinado diariamente por microscopia o6tica até o
aparecimento de espermatozoide ou tamp&o mucoso na abertura vaginal, esta
constatacao delimitava o primeiro dia da gestacao, conforme protocolo de Brito (1994).

As fémeas prenhes foram aleatoriamente divididas em 3 grupos e tratadas com
as doses de 50 e 100 mg/kg ou agua destilada por gavagem, seguindo protocolos

diferentes:
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GRUPO A

As fémeas foram pré — tratadas por 15 dias com EHSF nas doses de 50 mg/kg e
100 mg/kg, com seu ciclo estral acompanhado diariamente, e no 15° dia foram
acasaladas com ratos machos, com a finalidade de verificar o efeito contraceptivo. No
10° dia de prenhez dia foram sacrificadas com éter e feita a laparotomia exploratéria,
pesados o utero gravidico e ovarios, contados o numeros de fetos e verificados a
presenca ou nao de reabsorcao fetal com o auxilio de um scanner para ampliacdo da

imagem e visualizagao da imagem (OLIVEIRA, 2003).

GRUPO B

As fémeas foram tratadas e pesadas do 1° ao 6° dia de gestagao (periodo em
que ocorre a implantagao). No 10° dia foram sacrificadas com éter e feita a laparotomia
exploratéria, pesados o utero gravidico e ovarios, contados o numeros de fetos e

verificada a presenca ou nao de reabsorcgao fetal.

GRUPO C
As fémeas foram tratadas e pesadas do 8° ao 16° dia de gestacdo (fase
embrionaria da organogenese). No 20° dia foram sacrificadas com éter e feita a
laparotomia exploratéria, pesados o utero gravidico e ovarios, contados o numeros de

fetos e verificada a presencga ou ndo de reabsorcao fetal.
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GRUPO D
As fémeas foram tratadas e pesadas do 15° ao 20° dia de gestacdo. No 21° dia
foram sacrificadas com éter e feita a laparotomia exploratéria, pesados o utero gravidico
e ovarios, contados o numeros de fetos e verificada a presenga ou ndo de reabsorgéao

fetal, e examinados para a verificagdo de mas- formagdes na anatomia externa.

GRUPO E

As fémeas foram tratadas e pesadas do 8° ao 16° dia de gestacdo. Estas fémeas

foram mantidas em grupo até o 18° dia de gestacao, apds foram colocadas em gaiolas

individuais até o parto.

4.7 - Andlises estatisticas

Os resultados dos testes paramétricos envolvendo variaveis continuas foram
expressos em e Média + Erro Padrao Médio ("x+ EPM) nas Tabelas e Figuras.

Para comparacdo multipla dos dados paramétricos foi utilizada a analise de
variancia (ANOVA) uma via (um fator como variavel independente), seguida do teste de
pos Teste de Dunett ou teste de Student-Newman-Keuls, que compara apenas o grupo
tratado com o controle.

Para analise estatistica foi utilizado software Grahpad Instat, versao 2.01. As
Figuras e Tabelas foram confeccionadas utilizando-se o programa Microsoft Excel

(Microsoft Corporation, 1999).
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Em todas as analises estatisticas, considerou-se o nivel critico para rejeicao da
hipétese de nulidade menor que 0,05 (p < 0,05). Os asteriscos (* p < 0,05, ** p<0,01e
*** p < 0,001 serviram para caracterizar o grau de significancia estatistica (Snedecor,

1963).
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5.1 - Efeitos comportamentais e toxicos do EHSF mediante teste hipocratico

em camundongos

Pode ser observado na Tabela 3 que o EHSF coletado em Santo Anténio do
Leverger em 14/02/2004, provocou nas primeiras horas de observacao, as seguintes
alteragdes nos camundongos, de acordo com as doses administradas:

a) a dose de 50 mg/Kg aumentou a motilidade nos 3 animais observados, néo tendo
efeitos sobre os outros parametros observados; b) a dose de 100 mg/Kg aumentou a
motilidade em todos animais, aumentou a sensibilidade da cauda em 2 animais e
provocou reacao de fuga e cauda em straub em 1 animal; c) a dose de 500 mg/Kg
provocou aumento da motilidade, reacdo de fuga; e cauda em straub em todos os
animais; aumento da sensibilidade da cauda em 2 animais e levou a morte 1 animal;
d) a dose de 1000 mg/Kg apresentou aumento da motilidade, reacdo de fuga,
aumento da sensibilidade da cauda, cauda em straub em todos animais e apenas a
morte de 1 animal; e) todos os animais testados com as doses de 2000 e 4000
mg/Kg, além de levarem 0s animais a apresentarem 0s comportamentos descritos
com as doses menores, provocaram a mortalidade total do grupo em menos de 48
horas.

TABELA 3 - Efeitos da administracdo oral do EHSF, coletado no municipio de

Santo Antonio do Leverger em fevereiro de 2004, sobre as atividades
comportamentais gerais e toxicidade em camundongos.

Atividades Doses (3 animais por grupo)
Comportamentais 0 50 100 500 1000 2000 4000
e Fisiologicas mg/Kg mg/kg mg/Kg mg/kg mgkg mgkg mg/kg
Aumento de 0/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3
motilidade

Reacao de fuga 0/3 0/3 1/3 3/3 3/3 3/3 3/3
Aumento da 0/3 0/3 213 2/3 3/3 3/3 3/3
sensibilidade da

cauda

Cauda em straub 0/3 0/3 1/3 3/3 3/3 3/3 3/3
Morte 0/3 0/3 0/3 1/3 1/3 3/3 3/3
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5.2 - Toxicidade aguda (DLsp) do EHSF

A determinacado da DLsg foi realizada pela administracao oral de EHSF (500,
1000, 2000, 3000 e 4000 mg/kg) em camundongos. A administracdo oral aguda do
EHSF na dose de 4000mg/kg resultou em morte de todos os animais em 12 h,
enguanto na dose de 500 mg/kg todos permaneceram vivos (Tab. 4).
TABELA 4 — Dose Letal Mediana 50 (DLsg) do extrato hidroetandlico de S. ferruginea

St. Hil. em camundongos.
Doses NUmeros Mortos Vivos Mortos % Mortos Probitos

(mg/kg.) de animais (n) (n) (%) Corrigida
500 10 0 10 0 2,5 3,03
1.000 10 6 40 40 5,00
2.000 10 3 70 70 5,52
3.000 10 8 2 80 80 5,84
4.000 10 10 0 100 97,5 6,97
DLgy =1.800

2 2,2 24 2,6 2,8 3 32 34 36 38
doses testadas (log)

FIGURA 5 — Efeito da administracéo oral de agua destilada ou EHSF (500, 1000, 3000 e 4000
mg/kg) no teste de dose letal s.
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5.3 - Avaliacao do EHSF sobre atividade motora de ratas em campo aberto

a) avaliacdo quando os animais foram tratados 30 minutos antes do teste

A Fig. 6 ilustra um aumento da locomoc¢ao observado no campo aberto nas
doses de 50mg/kg (89,8+11,7); 100mg/kg (88,8+9,7) e 500 mg/kg (75,4+3,6) em
relacdo ao veiculo (60,3+8,0) p < 0,05 para o Teste de ANOVA, seguido de Dunett.
Porém ndo houve alteracdo no parametro levantar; destes mesmos animais, p >

0,05, teste ANOVA (Fig. 7).

b) avaliacdo quando os animais foram tratados 1 hora antes do teste

O tratamento agudo com EHSF administrado 1 hora antes do teste com 50,
100 e 500 mg/kg ou veiculo ndo provocou diferencas estatisticamente significantes

nos parametros locomocao e levantar no teste de campo aberto (Fig. 8 e Fig. 9).

c) avaliacdo quando os animais foram tratados 15 dias antes do teste

O tratamento com EHSF por 15 dias antes do teste com 50 e 100 mg/kg ou
veiculo ndo provocou diferencas estatisticamente significantes nos parametros

locomocéo e levantar no teste de campo aberto (Fig. 10 e Fig. 11).
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FIGURA 6 - Efeito da administragdo oral de EHSF (50, 100 e 500 mg/kg) ou agua destilada (30 min
antes do Teste) sobre a média de locomogéo total em campo aberto. Teste Anova, seguido de
Dunett. Média + Erro Padréo.
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FIGURA 7 - Efeitos da administracédo oral de EHSF (50, 100 e 500 mg/kg) ou agua destilada (30 min
antes do Teste) sobre a média de levantar em campo aberto. Teste Anova. Média + Erro Padréo.
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FIGURA 8 — Efeitos da administracao oral de EHSF (50, 100 e 500 mg/kg) ou agua destilada (1 h
antes do Teste) sobre a média de locomogédo total em campo aberto. Teste Anova. Média + Erro
Padréo.
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FIGURA 9 — Efeitos da administragéo oral de EHSF (50, 100 e 500 mg/kg) ou &gua destilada (1 h
antes do Teste) sobre a média de levantar em campo aberto. Teste Anova. Média + Erro Padrao.
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FIGURA 10 - Efeitos da administracéo oral de EHSF (50, e 100 mg/kg) ou agua destilada (15 dias
antes do Teste) sobre a média de locomogédo total em campo aberto. Teste Anova. Média + Erro
Padréao.
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FIGURA 11 — Efeitos da administracéo oral de EHSF (50, 100 e 500 mg/kg) ou agua destilada (15
dias antes do Teste) sobre a média de levantar em campo aberto. Teste Anova. Média + Erro Padréo.
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5.4 - Avaliagédo da atividade de ratos tratados com EHSF em labirinto em cruz
elevado

a) avaliagcdo dos numeros de entradas nos bragos abertos e fechados quando
os animais foram tratados 30 minutos antes das observacdes

O teste de ANOVA seguido de Dunnett mostrou aumento do numero de
entradas nos bragos abertos do LCE (p<0,05) nas doses de: 50mg/kg (58,3+3,8);
100mg/kg (50,1+2,7 e 500 mg/kg (58,7+3,6) em relacdo ao veiculo (36,5+7,3) p >
0,05 e reducéo de entradas nos bracos fechados nas doses de: 50mg/kg (41,6+3,8);
100mg/kg (57,6+5,7) e 500 mg/kg (41,3+3,6) em relacdo ao veiculo (63,4+7,2) (p <
0,05). Quanto ao tempo de permanéncia nos bragos abertos ou fechados, ndo houve

diferencas estatisticamente significantes (Fig. 12 e Fig. 13).

80 -

58,40% 58,70%

70
*

50,10%
60 4

50 -

Oveiculo
050 mg/Kg
0100 mg/Kg
0500 mg/Kg

36,50%

40 4

30

% de entrada nos bragos abertos

20 A

10 4

FIGURA 12-Efeitos da administracéo oral de EHSF (50, 100 e 500 mg/kg) ou &gua destilada 30
min antes do teste de labirinto em cruz elevado. Teste Anova seguido de Dunett. Dados em

Média + Erro Padrdo. * p< 0,05
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b) avaliagcdo do numero de entradas nos bracos abertos e fechados quando os
animais foram tratados 1 hora antes das observacdes

O tratamento agudo com EHSF foi administrado 1 hora antes do teste com
50, 100 e 500 mg/kg ou veiculo ndo provocou diferencas estatisticamente
significantes no numero de entradas nos bracos abertos nem nos bracos fechados

no labirinto em cruz elevado (p>0,05). (Fig. 14 e Fig. 15).

80

63,50%
*

70 4
[ 57,60%

: I

41,60%

60

*

50 .
41,30% Oveiculo

‘|’ ]- 050 mg/Kg
40 0100 mg/kg
@500 mg/Kg

30 4

% de entradas nos bracos fechados

20

10

FIGURA 13 - Efeitos da administracédo oral de EHSF (50, 100 e 500 mg/kg) ou &gua destilada
30 min antes do teste de labirinto em cruz elevado. Teste Anova seguido de Dunett. Dados em
Média + Erro Padrao. * p< 0,05.

c) avaliagcdo do numero de entradas nos bracos abertos e fechados quando os

animais foram tratados por 15 dias antes das observacdes

O tratamento prolongado com EHSF administrado por 15 dias consecutivos
antes do teste com 50 e 100 mg/kg ou veiculo ndo provocou diferencas
estatisticamente significantes, no numero de entradas nos bragcos abertos e

fechados do teste de labirinto em cruz elevado p > (0,05) para o teste de ANOVA
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(Fig. 16 e Fig. 17). Porém os animais tratados com a maior dose de 500 mg/kg ndo

resistiram ao tratamento morrendo todos entre o 3° ao 7° do mesmo.
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FIGURA 14 - Efeitos da administracéo oral de EHSF (50, 100 e 500 mg/kg) ou agua destilada 1
h antes do teste de labirinto em cruz elevado. Teste Anova. Dados em Média + Erro Padrao.
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FIGURA 15 - Efeitos da administracéo oral de EHSF (50, 100 e 500 mg/kg) ou agua destilada 1
h antes do teste de labirinto em cruz elevado. Teste Anova. Dados em Média + Erro Padrao.
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FIGURA 16 — Efeitos da administracéo oral de EHSF (50 e 100 mg/kg) ou &gua destilada 15
dias antes do teste de labirinto em cruz elevado. Teste Anova. Dados em Média + Erro Padréo.
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FIGURA 17 — Efeitos da administracéo oral de EHSF (50 e 100 mg/kg) ou agua destilada 15
dias antes do teste de labirinto em cruz elevado. Teste Anova. Dados em Média + Erro Padréo.
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5.5 - Avaliacao do efeito do EHSF sobre o ciclo estral de Ratas

A Tabela 5 mostra que 100% das ratas controle e tratadas com EHSF 50 e 100
mg/Kg, ciclaram durante os quinze dias de tratamento. Em relacdo a duracao do ciclo,
nao houve alteracdo estatisticamente significante (teste de ANOVA).

TABELA 5: Influéncia da administracdo de EHSF ou veiculo v.o., por quinze dias no
ciclo estral de ratas. Média + Erro Padrao.

CICLO ESTAL
EHSF mg/kg N Fémeas que Duragéo do ciclo
ciclaram (%) em dias
(X+E.P)
Veiculo 12 100 46 + 0,1
50 12 100 42+ 0,1
100 12 100 39+ 0,1

ANOVA uma via.

5.6 Avaliagcdo do efeito do tratamento com EHSF por quinze dias no consumo
de racao de ratas

A Tabela 6 mostra que o tratamento com EHSF (50 e 100 mg/kg) por 15 dias
nao alterou o consumo de racdo de ratos em relacdo ao grupo controle (tratados

com agua destilada) p> 0,05, para o teste de ANOVA.

5.7 - Avaliacéo do efeito do tratamento com EHSF por quinze dias no consumo
hidrico de ratas

Neste experimento avaliou-se o consumo hidrico de ratas tratadas durante

quinze dias com EHSF. Nao foram observadas alteracbes estatisticamente
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significantes neste consumo quando os animais foram tratados com 50 e 100 mg/Kg

de EHSF por via oral em relacdo ao grupo controle (Tab. 7).

TABELA 6 - Efeito do EHSF por via oral, uma vez ao dia por quinze dias, no
consumo de racdo de ratas. Dados em Média + Erro Padréo.

Consumo de racéo (g)

Dias de EHSF
Tratamento Veiculo 50 mg/kg 100 mg/kg
2°. 216+1.2 194+1.2 189+1.1
40, 23.5+0.9 21.3+0.6 205+1.7
6°. 243+11 22.2+18 199+21
8°. 249+1.6 23.7+1.3 219+14
10°. 21.8+0.8 20.6 £ 0.7 19.8+ 0.8
12°. 26.2+1.6 246+1.7 23.6+1.8
15°. 294+21 27.5+0.9 26.4+0.9

ANOVA, uma via, 12 animais por grupo; veiculo = agua destilada.

TABELA 7 - Efeito do EHSF por via oral, uma vez ao dia por quinze dias, no
consumo hidrico de ratas. Dados em Média + Erro Padrao.

Consumo hidrico (ml)

Dias de EHSF
Tratamento Veiculo 50 mg/kg 100 mg/kg
2°. 424+ 2.8 41.3+15 389+1.8
40 535+1.9 51.3+25 50.5+25
6°. 543+1.8 52.2+1.8 499+ 25
8°. 59.9+1.6 56.8+2.3 51.9+1.8
100. 61.8+1.8 60.6 £ 1.7 59.8+1.9
12°. 66.5+ 2.6 64.9+3.5 63.1+£25
15°. 69.4 £5.2 67.5+24 65.4+3.1

ANOVA, uma via, 12 animais por grupo; veiculo = 4gua destilada.
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5.8 - Avaliacdo do Efeito do tratamento com EHSF por quinze dias, sobre o

peso corporal de ratas.

N&o foram observadas alteracOes estatisticas significantes no ganho de peso
corporal dos animais tratados com as doses de 50 e 100 mg/Kg de EHSF v.o. em

relacdo ao grupo controle (Tab. 8).

TABELA 8 - Efeito do EHSF por via oral, uma vez ao dia por quinze dias, no peso
corporal de ratas. Dados em Média + Erro Padrao.
Peso Corporal (g)

Dias de EHSF
Tratamento Veiculo 50 mg/kg 100 mg/kg
2°. 236 +5.9 229+ 2.3 223+ 2.5
40, 242 +4.1 234+ 3.5 231+29
6°. 238+ 4.6 225+ 3.7 229+5.9
8°. 246 £ 5.3 229+5.3 222+ 2.6
10°. 251+4.8 238+ 2.7 243+49
12°. 248 + 3.6 243 + 3.8 237 +3.5
15°. 255+6.2 249 +5.8 239+ 3.2

ANOVA, uma via, 12 animais por grupo; veiculo = agua destilada.

5.9 - Avaliacdo do efeito de administracdo de EHSF, por quinze dias, nas
dosagens sorologicas de uréia, transaminases, proteinas totais, albumina e

glicose.

O teste de ANOVA seguido de Student-Newman-Kels mostrou aumento dos
niveis de Aspartato amino transferase com a dose de 100 mg/Kg (AST ou TGO)
p < 0.01. Nos demais parametros bioquimicos analisados ndo foram observados

alteracdes estatisticas significantes (Tab. 9).
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TABELA 9 - Efeito do tratamento de ratas v.o. por 15 dias com EHSF sobre os niveis
de uréia, transaminases, proteinas totais, albumina e glicose.

(Média + E.P.M.)"

Medida EHSF(mg/kg, v.0.)
Veiculo 50 100
Uréia mg/dl 45+ 41 48,4 +25 38.4+1,9
Aspartato amino 429 + 15,3 392,2 £ 24,3 535,4 + 20,4**
transferase U/l
Alanita amino 317,6 £ 3,7 306,3+4,2 303,4+£5,3
Transaminase U/l
Proteinas Totais g/dl 7,5+0,15 7,7+04 9,6 + 0,96
Albumina g/dI 2,6+0,3 2,8+0,2 34+0,2
Glicose mg/dl 110,6 £ 7,3 99,6 +5,2 105,4 + 6,2

ANOVA, uma via, seguida do teste de Student-Newman-Kels
n- 9 a 10 animais por grupo; **p< 0,01

5.10 - Avaliacdo do efeito do tratamento com EHSF por quinze dias, sobre o

peso relativo dos 6rgaos de ratas.

N&o houve alteracdo estatisticamente significante no peso relativo dos 6rgaos
(figado, coracdo e baco, pulmbes e rins) (p>0,05) para o Teste de Anova, em
relacdo ao grupo controle, como mostra a Tab. 10.

TABELA 10 - Efeito da administracdo oral de EHSF (50 e 100 mg/Kg, 1 vez ao dia

por 15 dias), sobre os pesos relativos de orgdos internos, em ratas (Média + Erro
Padréo).

(Peso iimido do 6rgédo/ Peso do animal)x100 (Média tEPM")

EHSF

Figado Coracéo Pulmao Rim Baco
Veiculo 39+006 035+001 061+002 081+001 0,21+0,01
50 mg/kg 43+007 039+002 0,68+003 0,78+£0,01 0,24+0,01

100 mg/kg 4,2+0,10 0,34+0,01 0,62+0,01 0,73+0,06 0,19+0,01

ANOVA, uma via, n- 9 a 10 animais por grupo.
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5.11 - Avaliacdo dos efeitos do EHSF sobre a fertilidade e desempenho

reprodutivo das fémeas

a) Fémeas pré-tratadas por 15 dias com EHSF (grupo A)

Neste procedimento, verificou-se a capacidade do EHSF de diminuir o
namero de fetos implantados na tuba uterina de ratas pré-tratadas por 15 dias com as
doses de 50 e 100 mg/Kg. Os resultados evidenciam uma reducao estatisticamente
significante no numero de fetos implantados p< 0,05, (7,9 + 3,3) para a maior dose
quando comparadas ao grupo controle (10,7 + 1,5), porém com a dose de 50 mg/Kg
nao houve diferenca estatisticamente significante (9,0 + 2,7) (Tab. 11); quanto ao peso
relativo do ovério/utero, também ndo houve altera¢gBes estatisticamente significantes:,
entre grupos tratados com EHSF na dose de 50 mg/Kg (0,011 + 0,004) e 100 mg/Kg
(0,009 + 0,005) g em relagéo ao grupo controle (0,01 + 0,002) (Tab. 12).

TABELA 11 — Numero de fetos implantados de ratas pré-tratadas por via oral por 15
dias com EHSF. Dados em Média + Erro Padréo.

EHSF mg/kg Numero de fetos implantados
Controle 10,7+15
50 mg/kg 9,0+2,7
100 mg/kg 7,9 + 3,3*

* p <0,05, em relacdo ao grupo controle; (ANOVA uma via, seguido do teste de Dunett); n- 10 a 12
animais por grupo. Controle = agua destilada.

TABELA 12 - Efeito do EHSF por via oral, uma vez ao dia por quinze dias, no peso
Uumido Utero/ovario de ratas. Dados em Média + Erro Padrao.

EHSF mg/kg Peso iumido utero/ovario (g)
Controle 0,05 + 0,0003
50 mg/kg 0,05 + 0,0004
100 mg/kg 0,046 + 0,005

ANOVA uma via. controle = agua destilada; n- 10 a 12 animais por grupo.
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b) Fémeas tratadas do 1° ao 6° dia de gestacéao (grupo B)

Neste procedimento, verificou-se 0 nimero de fetos vivos e mortos, além do
namero de centros de reabsorcédo fetal. Os resultados evidenciaram uma reducao
estatisticamente significante no nimero de fetos tanto para a dose de 50 mg/kg (6,5 +
0,1) (p <0,01), como para a dose de 100 mg/kg (5,6 + 0,2) (p < 0,001) quando
comparados com o grupo controle (10,2 + 0,5) (Tab. 13); quanto ao peso relativo do
ovario/atero ndo houve alteracGes estatisticamente significantes: grupo controle (5 +
0,03), e os grupos tratados com EHSF na dose de 50 mg/kg (5 + 0,04) e 100 mg/kg
(4,6 + 0,05) g (Tab. 13).

TABELA 13 — Numero de fetos vivos de ratas tratadas por via oral do 1° ao 6° dia de
prenhez. Dados + Erro Padréo

EHSF mg/kg Numero de fetos vivos
Controle 10,2+0,5
50 mg/kg 6,5+ 0,1**
100 mg/kg 5.6 + 0,2%%

** p< 0,01, *** p< 0,001 em relacdo ao grupo controle; (ANOVA uma via, seguido do teste de Dunett); n-
10 a 12 animais por grupo. Controle = agua destilada

TABELA 14 - Efeito do EHSF por via oral, uma vez ao dia por quinze dias, no peso
Umido Utero/ovario de ratas. Dados em Média + Erro Padrao.

EHSF mg/kg Peso Umido utero/ovério ()
Controle 0,05 + 0,0003
50 mg/kg 0,05 + 0,0004
100 mg/kg 0,046 + 0,005

ANOVA uma via, controle = adgua destilada; n- 10 a 12 animais por grupo.

Os dados da Tab. 15 mostram que ndo houve alteracbes estatisticamente
significantes no peso corporal das ratas tratadas do 1° ao 6° dia de prenhez com
EHSF nas doses de 50 e 100 mg/kg (teste de ANOVA) quando comparados ao grupo

controle tratado com agua destilada.
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c) Fémeas tratadas do 8° ao 16° dia de gestacéo (grupo C)
Esse grupo de ratas foi tratado com EHSF nas doses de 50 e 100 mg/kg do 8°

ao 16° dia de prenhez, nele verificou-se reducdo estatisticamente significante no
namero de fetos p < 0,05 com a dose de 50 mg/Kg (10,1 + 2,1) quando comparados
com o grupo controle (11,5 + 1,2); porém nao foi demonstrado diferenca
estatisticamente significante, com a dose de 100 mg/kg em relacdo ao grupo controle
(Tab. 16).

Observou-se também que a dose de 50 mg/Kg de EHSF provocou pontos de
reabsorcao fetal (Fig. 18), e trés ratas prenhes apresentaram 1 feto morto cada; ja
com a dose de 100 mg/kg de EHSF observou-se 1 rata apresentou 1 feto morto e
outra apresentou 3 fetos mortos.

TABELA 15 - Efeito do EHSF por via oral, uma vez ao dia do 1° ao 6° dia de

prenhez, no peso corporal. Dados em Média + Erro Padrdo (ANOVA uma via)
Peso Corporal (g)

Dias de EHSF
Tratamento Veiculo 50 mg/kg 100 mg/kg
1°. 222 +4.2 230+1.3 225+19
2°. 221 +5.3 228 + 3.6 227+ 2.6
3°. 224 + 3.7 227 +3.3 224 + 3.7
40, 225+29 225+5.7 222+19
5°. 230+ 4.7 227+ 1.7 220+ 4.4
6°. 232+4.1 229+ 3.8 221+2.5

Controle = agua destilada; n- 10 a 12 animais por grupo.

TABELA 16 — Numero de fetos vivos de ratas tratadas por via oral, uma vez ao dia do
8° a0 16° dia de prenhez. (Média + Erro Padréo)

EHSF mg/kg Numero de fetos vivos
Controle 11,5+1,2
50 mg/kg 10,1 + 2,1*
100 mg/kg 10,3+ 2,5

ANOVA uma via, seguido do teste de Dunett
* p< 0,05 em relac@o ao grupo controle; controle = 4gua destilada; n- 10 a 12 animais por grupo.
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FIGURA 18 — Pontos de reabsorcao de ratas tratadas com EHSF na dosagem de 50 mg/kg.

Os dados da Tabela 17 mostram que nao houve alteracdo no peso umido dos
Uteros/ovarios das ratas prenhes tratadas do 8° ao 16° dia de prenhez nas doses de
50 e 100 mg/kg, em relacdo ao grupo controle p > 0,05 (teste de ANOVA) em
comparacao ao grupo controle.

TABELA 17 - Efeito do tratamento de ratas com EHSF por via oral, do 8° ao 16° dia

de prenhez, sobre peso umido utero/ovario de ratas. Dados em Meédia + Erro
Padréo.

EHSF mg/kg Peso umido utero/ovario (g)
Controle 0,03 + 0,0006
50 mg/kg 0,02 £ 0,0001
100 mg/kg 0,02 + 0,002

ANOVA uma via; controle = agua destilada; n- 10 a 12 animais por grupo.

Em relagdo ao peso corporeo das ratas prenhez ndo foram verificadas
diferencas estatisticamente significante entre os grupos (p>0,05), teste de ANOVA
(Tab. 18).

d) Fémeas tratadas do 15° ao 20° dia de gestac¢ao (grupo D)

Nesse experimento, as ratas foram tratadas com EHSF com as doses de 50 e
100 mg/kg do 15° ao 20° dia de prenhez, sendo que no 20° dia todas as fémeas
foram anestesiadas com éter etilico, realizando-se parto cesariano e foram
observados que 100% dos fetos do grupo controle estavam vivos e sem ma

formacdo aparente, ndo foram observados pontos de reabsorcdo, porém nos
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animais submetidos ao tratamento com 50 mg/kg de EHSF uma rata apresentou 2
fetos mortos, e com 100 mg/kg apresentou-se um animal com 1 feto morto e outra
com 7 animais mortos; entretanto ndo houve significancia estatistica entre os
grupos em relacdo ao numero de fetos, e peso umido dos ovarios e uteros, conforme
Tabelas 19 e 20.

TABELA 18 - Efeito do tratamento de ratas com EHSF por via oral, do 8° ao 16° dia

de prenhez, no ganho de peso corporeo. Dados em Média + Erro Padréo.
Peso Corporal (9)

Dias de EHSF
Tratamento Veiculo 50 mg/kg 100 mg/kg
8°. 235+4.2 229+1.2 233+1.8
10°. 237 +5.3 233+2.5 238+2.4
12°. 245+ 3.7 239+ 3.3 241 + 3.6
14°. 251+29 245+ 4.6 249+2.1
16°. 260+ 4.7 253+1.8 251+ 3.8
18°. 263+4.1 257+29 253+ 3.5

ANOVA uma via. Controle = 4gua destilada; n- 10 a 12 animais por grupo.

TABELA 19 — Numero de fetos de ratas tratadas por via oral do 15° ao 20° dia de
prenhez. Dados em Média + Erro Padréo.

EHSF mg/kg Numero de fetos vivos
Controle 115+1,2
50 mg/kg 10,3+1,8
100 mg/kg 11,1+1,7

ANOVA uma via. Controle = agua destilada = agua destilada; n- 10 a 12 animais por grupo.

TABELA 20 - Efeito do EHSF por via oral do 15° ao 20° dia, no peso umido
Utero/ovario de ratas. Dados em Média + Erro Padréo.

EHSF mg/kg Peso iumido utero/ovario (g)
Controle 0,042 £ 0,0012
50 mg/kg 0,034+ 0,0011
100 mg/kg 0,04 £ 0,012

ANOVA uma via. Controle = agua destilada; n- 10 a 12 animais por grupo.
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e) Verificagdo de numeros de fetos vivos ao nascer de fémeas tratadas do 5°
ao 15° dia de gestacdo com EHSF (grupo E)

Observou-se que as ratas prenhes tratadas com EHSF nas doses de 50 e 100
mg/kg do 5° ao 15° dia de prenhez, apresentaram redugcdo estatisticamente
significante p <0,05 no namero de filhotes nascidos vivos na dose de 50 mg/kg (9,2 +
2,8) em relacdo ao grupo controle (11,7 + 1,0); porém com a dose de 100 mg/kg néo
houve diferenca estatisticamente significante quando comparados com 0 grupo
controle (Tab. 21).

TABELA 21 — namero de fetos vivos de ratas tratadas por via oral do 5° ao 15° dia de
prenhez. Dados em média + Erro Padréo

EHSF mg/kg Numero de fetos vivos
Controle 11,7+1,0
50 mg/kg 9,2 +£2,8*
100 mg/kg 9,7+3,2

ANOVA uma via, seguido do teste de Dunett.
* p< 0,05 em relacdo ao grupo controle. Controle = agua destilada; n- 10 a 12 animais por grupo.
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O uso de plantas medicinais no tratamento de enfermidades € conhecido desde
a mais remota Antiglidade, sendo as obras mais antigas sobre medicina e plantas
medicinais originarias da China e do Egito (Assad, 2005). Diversas culturas se valeram
das plantas medicinais, sendo esta a principal, ou mesmo a Unica matéria-prima para
elaboracdo de medicamentos (Duarte; 2005). No inicio do século XX, a descoberta e 0
desenvolvimento de processos de sintese de compostos organicos, culminaram no
desenvolvimento de diversos medicamentos. Entretanto, efeitos colaterais, causados
por eles, somados aos altos valores dos medicamentos sintéticos promoveram a busca
por novas drogas, € O interesse por compostos fitoterdpicos, como alternativa de
tratamento (Martins, 2003).

Os compostos produzidos pelos vegetais sdo agrupados em dois grupos: 0s
metabolitos primarios, tais como carboidratos, aminoacidos e lipideos; e os metabolitos
secundarios que sdo compostos elaborados a partir da sintese dos metabdlitos
primarios, tais como compostos fendlicos, terpendides, 6leos essenciais e alcalbides
entre outros. S80 esses compostos 0s responsaveis pelos efeitos medicinais, ou
toxicos, das plantas, e eles apresentam grande importancia ecoldgica, uma vez que
podem atuar na atracdo de polinizadores, ou representar uma defesa quimica contra
estresse ambiental (Di Stasi, 1995).

As formas de preparo das plantas medicinais sao variadas. Entre as formas de
preparo, destacam-se o cha, macerado em agua e em alcool, dentre outras. Nesse
trabalho foi usado como solvente, uma solucdo hidroalcodlica (etanol 70%), com o
intuito de mimetizar os preparados populares a base de plantas. As espécies do género

Simaba tém sido objeto de estudo de alguns poucos grupos de pesquisas, tendo sido
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publicados trabalhos farmacologicos e fitoquimicos sobre esse grupo de plantas, em

revistas cientificas indexadas e anais de congresso.

A Simaba ferruginea St. Hil. (calunga), planta medicinal muito encontrada no
cerrado mato-grossense, tem as raizes utilizadas na forma de infuso aquoso para o
tratamento de Ulceras pépticas, sendo este uso comum no Estado de Mato Grosso e

em outras regides do Brasil.

A avaliacdo da toxicidade de um produto natural, mesmo quando este ja é
utilizado largamente por uma determinada populacdo, € o primeiro procedimento a ser
adotado quando se inicia um processo de validacdo cientifica. Dessa forma, foi
verificada a toxicidade do EHSF através dos meétodos classicos de avaliagdo
toxicoldgica; reproducédo e comportamento.

Os estudos gerais em camundongos (Teste hipocratico), (Tab. 3)mostram que a
administracdo aguda de EHSF levou a morte, em intervalo menor que 48 horas de
todos os animais tratados com as doses de 2000 e 4000 mg/kg e 01 animal dos
tratados com a dose de 500 e 1 animal com 1000 mg/kg, estes resultados estdo de
acordo com os de Marcello, 2001 e sugerem que a DL estaria no intervalo entre 1000
e 2000 mg/Kg. Ainda pode ser observado na Tabela 3 o aumento da motilidade nos
camundongos tratados com EHSF em quaisquer das doses utilizadas. Estes dados
podem estar relacionados com uma acao estimulante do sistema nervoso central,
porém a presenca da cauda em straub a partir da dose de 100 mg/kg sugere a
presenca de um componente opidide neste extrato. Esta resposta é consequéncia de
uma contracdo excessiva do musculo da base da cauda (caracteristica presente em

todos os opidides) (Santos, 2006; Duarte, 2005; Ran-Dale, 2004).
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Segundo varios autores, Duarte (2005); Nasello (1997); Boot (1990), os opidides
sdo depressores do sistema nervoso central para ratos, desta forma os dados de
aumento da atividade motora e cauda em Straub seriam aparentemente contraditorios,
mas em se tratando de extratos de uma planta estas diferencas poderiam estar
relacionadas com a presenca de diferentes principios ativos que poderiam ser
esclarecidas através do isolamento destes principios por técnicas cromatogréficas.

A dose letal (DLsp) para o EHSF calculada foi de 1800 mg/kg v.o., estando muito
acima da quantidade contida em 1 colher de sopa de solugdo aquosa 2 vezes ao dia
(forma de uso popular) sendo que esta corresponde a aproximadamente 1 a 50 mg/kg);
estes dados confirmam os de Macello et al (2001) que verificou a relativa toxicidade do
EHSF.

A auséncia do grupo 500 mg/kg nas Figuras 10, 11, 16 e 17 do tratamento por 15
dias deve-se ao fato que esta dose levou a 6bito todos os animais tratados antes de
completar os 15 dias, 0 que sugere que este extrato aumenta a toxicidade com o
tratamento prolongado. Isto pode estar associado tanto a um acumulo da substancia no
organismo correspondendo a um aumento de dose, ou a formacdo de um metabdlito
toxico que possa levar a irritacdo ou lesdo de um oOrgdo vital. A DLsy para uso
prolongado deve estar abaixo dos 500 mg/kg, bem diferente daquela encontrada para
uso agudo 1800 mg/kg, este dado é diferente em Marcello, 2001,que verificou auséncia
de toxicidade sub-crénica em ratos com a dose de 500 mg/kg, sendo que este autor
encontrou um Unico dado indicativo de toxicidade nesta dose a reducdo dos niveis de
fosfatase alcalina que € indicativo de hepatopatia ativa, conforme Ravel, 1995. Porém
deve ser considerado que a coleta deste autor ocorreu no més de outubro, inicio da

época das chuvas em Mato Grosso, e em um bairro denominado Jardim Italia, Cuiaba —
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Mato Grosso (regido de Cerrado). J& as amostras coletadas para a realizagdo deste
trabalho foi em fevereiro final do periodo de chuvas e no municipio de Santo Ant6nio do
Leverger, regido de cerrado, proximo a zona de fronteira com o Pantanal Mato-
grossense.

Na Tabela 9 pode ser observado que o tratamento com EHSF 50 e 100 mg/kg
por 15 dias ndo alterou as concentracdes de uréia, ALT, proteinas totais, albumina e
glicose, bem como a Tabela 10 mostra que os pesos do figado, rins, coragéo, pulmdes,
e baco, também ndo foram alterados por estes tratamentos. Estes dados séo
compativeis com auséncia de toxicidade nas fémeas adultas com as doses utilizadas,
porém ainda pode ser observado na Tabela 9 o aumento da AST com a dose de 100
mg/kg de EHSF. Estes dados sugerem indicios de possiveis alteracdes nas funcdes
hepéticas, renais, pulmonares e cardiacas. Conforme Al-Habori et al, 2002 os niveis de
AST estdo em concentracdes elevadas nestes diversos 6rgaos, por outro lado ndo
foram verificados altera¢cdes nos niveis de ALT, sugerindo auséncia de lesdo hepéatica
ja que esta enzima segundo Kaneko,1997; € essencialmente hepética. Neste sentido,
novos trabalhos deverdo ser feitos com a finalidade de elucidar qual e/ou quais seriam
os 6rgaos realmente sédo afetados por esta dose de EHSF.

Em relacdo ao teste de labirinto em cruz elevado, a administracdo de EHSF 30
min antes do teste (Figuras 12 e 13) mostrou reducdo dos numeros de entradas brago
fechado e um aumento de entradas no braco aberto. Estes dados sdo compativeis com
um perfil ansiolitico do extrato, pois, apesar das limitacbes apontadas por varios
autores, o labirinto em cruz elevado tem sido um dos modelos experimentais de
ansiedade mais utilizados nos ultimos anos. Relevantes contribuices, tanto no que se

refere ao estudo de novos ansioliticos quanto aos mecanismos neurobiologicos da
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ansiedade € um procedimento simples, de baixo custo, fundamentado na farmacologia,
etologia e utilizacdo de estimulos aversivos para sua realizacdo (Rodgers et al, 1997).
Por outro lado quando o EHSF foi administrado 1 hora (Figuras 14 e 15) e por 15 dias
antes do teste o niumero de entradas nos bracos abertos e fechados do Labirinto em
cruz elevado nado diferiu do grupo controle, isto sugere que os efeitos ansioliticos
mostrados nas Figuras 12 e 13 estariam ocorrendo em consequéncia de um principio
ativo especifico de meia vida curta o qual agiria e seria metabolizado e/ou excretado
rapidamente, e a auséncia do efeito nos testes 1 hora e 15 dias ap0s o tratamento seria
em consequéncia da auséncia de tal substancia na corrente sanguinea, outros
trabalhos serdo necessarios para elucidar esta hipotese.

Observa-se na Figura 6 que o parametro locomocdo da atividade motora das
ratas adultas foi aumentado quando o experimento ocorreu 30 min apds a
administracdo com todas as doses do EHSF, estes dados s&o semelhantes aos
encontrados para camundongos no teste de hipocratico (Tab. 3) e fortalecem a hipotese
da existéncia de um componente ativo estimulante do sistema nervoso central neste
extrato. O parametro levantar ndo foi alterado provavelmente porque a locomocéao
aumentada estaria mascarando o resultado conforme Santos (2006). Ja quando o
experimento ocorreu 1 hora ap0s o tratamento ou apos o tratamento prolongado (15
dias) ndo foram verificadas alteracdes em nenhum dos parametros da atividade motora
observada (Figuras 8 e 10), mostrando que o efeito estimulante do sistema nervoso
central é transitorio semelhante ao que ocorreu com a atividade ansiolitica em labirinto
em cruz elevado, parecendo tratar-se de um principio ativo de curta duracdo de acéo
atuando nos primeiros 30 min, seguido de metabolismo e/ou excrecdo. Dados

semelhantes aos que foram encontrados nos primeiros 30 min apés administracdo do
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EHSF na atividade motora e no labirinto em cruz elevado foram encontrados por
Guaraldo, et al 2000 com a planta Davilla rugora Poiret, estes autores verificaram
também que o efeito de aumento da atividade motora estava presente na fracdo mais
polar, isto €, compativel com a hipotese de que os resultados obtidos neste trabalho
sejam decorrente de diferentes principios ativos.

Por outro lado, Nasello et al (2003), evidenciou também aumento da atividade
motora associada a atividade ansiolitica em labirinto em cruz elevado quando submeteu
ratos a efeito de escuridao subita e concluiu que o resultado poderia estar relacionado
com a diminui¢cdo da resposta dopaminérgica pré-sinaptica de baixa intensidade sem
modificar a resposta poés-sindptica de alta intensidade, desta forma os dados
apresentados neste trabalho ainda poderiam pertencer a um mesmo principio ativo com
efeito semelhante ao da escuriddo subita , podendo mecanismo dopaminérgicos
estarem envolvidos nestes resultados, outros trabalhos serdo necessarios para o
esclarecimento destas hipoteses.

O tratamento com EHSF (Tab.8) n&o alterou o ganho de peso; consumo de
racdo e de 4gua. Neste sentido, o extrato ndo parece ser toxico para as maes estando
de acordo com Lembnica, 2001; Chahoud et al, 1999; Manson et al, 1994; que
descreveram como indicativos de toxicidade materna em ratas o decréscimo ou
aumento de peso corporal, de consumo de alimento e de ingestdo de agua, alteracao
da deambulacéo na gaiola, piloerecdo, diarréia, mortalidade materna, por outro lado a
dose de 100 mg/Kg (Tab. 9) indicam o aumento da AST sugerindo o indicio de
toxicidade para 6rgédos internos conforme descrito na pagina 52.

Alteracdes no organismo materno causam alteracdes do desenvolvimento

embrionario conforme j& demonstrado por Khera (1985), (1987) que havia
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correlacionado malformacbes fetais de baixa frequéncia como exencefalia,
encefalocele, micro ou anoftalmia e outras, a reducdo do peso materno. Embora, essa
relacdo tenha sido contestada por Chahoud et al. (1999) ndo existem duvidas de que a
toxicidade materna pode influir no bom desenvolvimento do embrido.

Em relacéo ao ciclo estral, 100% das fémeas tratadas com as doses de EHSF,
utilizadas ciclaram normalmente (Tab. 6), sugerindo que o extrato ndo alterou as
concentracdes de hormdnios hipotalamicos hipofisarios, j& que a presenca de ciclo
normal esté relacionada com concentragdes fisioldgicas destes hormoénios. Também foi
observado que todas as ratas acasalaram sugerindo que o EHSF nao alterou o
comportamento sexual destes animais, indicando que os niveis de estrogénios estavam
adequados durante o estro conforme Santos, 2003; e Oliveira, 2002.

A dose de 100 mg/Kg de EHSF reduziu o numero de fetos presentes na tuba
uterina das ratas pré-tratadas por 15 dias (Tab. 11) sugerindo a possibilidade de
reducdo na concentracdo plasmatica de progesterona nestes animais, pois niveis
inadequados destes hormonios interferem na viabilidade do embrido (Kato et al 1979;
Wainforth, 1971; Uchida et al, 1970). Por outro lado, a Tabela 12 mostra que o peso dos
Gteros/ovarios nao foi alterado em nenhum grupo de fémeas prenhes tratadas com
EHSF em relacdo ao grupo controle. O peso do ovéario ainda que seja um processo
grosseiro constitui uma forma indireta de avaliar o estado progestacional materno, pois,
0 seu maior componente é formado por corpos liteos que aumentam de volume ao
longo da gestacédo e sao as principais fontes de progesterona conforme Souza (1997).
Estes dados descartam a possibilidade de que a reducdo do numero de fetos vivos

(Tab. 11) estejam relacionados com a reducao de progesterona.
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Segundo Roblero et al (1987) a sincronia entre o desenvolvimento embrionario,
transporte para o Utero, e a preparacdo do endométrio é necessaria para a implantagao,
desta forma o EHSF poderia estar interferindo com esta sincronia ou interferindo com a
divisdo celular e desta forma prejudicando a implantacdo. Ainda segundo Brandolt et al
(2007), substancias que relaxam ou provocam espasmos na musculatura lisa podem
interferir com o transporte de embrides, dificultando a implantacéo.

Foram observadas reducdes no numero de fetos nascidos vivos, quando as
maes foram tratadas do 1° ao 6° dia de prenhez (periodo correspondente a formacgéao e
implantacdo de blastocistos), tanto para a dose de 50 mg/kg (6,5 + 0,1) (p <0,01), como
para a dose de 100 mg/kg (p < 0,001) quando comparados com o grupo controle (Tab.
13), bem como o peso dos ovarios/Uteros também n&o foram alterados neste grupo
(Tab. 14). Estes dados podem estar relacionados com o transporte do embrido em
direcdo ao utero conforme Brandolt et al (2007).

Os dados obtidos com o tratamento na fase embrionaria sdo compativeis com os
encontrados ap0s o tratamento por 15 dias (Tab. 11 e Tab. 12) podendo os resultados
obtidos naquele experimento terem sido em consequéncia de residuos de substancias
ativas que permaneceram no organismo durante o primeiro periodo de gestacao.

O grupo de animais tratados do 8° ao 16° dia de gestacdo apresentou reducéo
do numero de fetos apenas na menor dose de 50 mg/kg, quando comparados ao grupo
controle, como mostra a Tabela 17, e também nao foram verificados altera¢cées do peso
dos Uteros/ovarios (Tab.18), e ainda uma das ratas apresentou 1 feto morto e outra

apresentou 3 fetos mortos ao nascer, descritos na pagina 54 ao nascer indicando
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possivel mal formacdo com caracteristica letal, devido ao fato de este periodo
corresponder a fase da organogénese.

O tratamento com EHSF no periodo fetal que é do 15° ao 20° dia ndo alterou o
namero de filhotes de forma estatisticamente significante, nas doses utilizadas Tabela
19, também n&o provocou alteragdes anatbmicas visiveis a olho nu, (descrito na pagina
55), ndo foi alterado o peso uteros/ovarios (Tab. 20), nem t&o pouco 0s pesos corporais
das fémeas tratadas (Tab. 18), entretanto uma fémea apresentou 1 feto morto e outra
apresentou 2 fetos mortos sugerindo a possibilidade de um baixo nivel de intoxicacéo
fetal, sendo necessérios varios estudos para elucidacao destes dados.

Os dados de toxicologia reprodutiva encontrados neste trabalho apontam
concentracdes normais de horménios do eixo hipotalamo hipoéfise gonadal, porém
sugerem interferéncia do extrato em todas as fases do desenvolvimento embriofetal

fazendo-se necessarios outros trabalhos para a elucidacdo destes dados.
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Com os dados deste trabalho conclui-se que:

A partir da dose de 2000 mg/kg a letalidade do EHSF é de 100% para
camundongos;

O tempo apos a administracao influencia o efeito do EHSF provocando
aumento da atividade motora e diminuicdo da ansiedade quando o teste é
realizado 30 min ap6s a administracdo. Este efeito desaparece quando o
experimento é realizado 1 hora ou 15 dias apds a administracao.

O tratamento com EHSF nd&o interfere no ciclo estral das ratas, nem altera o
consumo hidrico, de racéo e ganho de peso corporal;

O pré-tratamento por 15 dias com EHSF reduz o nimero de implantes;

O tratamento do 1° ao 6° dia reduz o numero de filhotes; mas ndo o peso
umido do Utero/ovario;

O tratamento do 8° ao 16° nao altera o numero de filhotes; nem o peso umido
do atero/ovario;

O tratamento do 15° ao 20° dia ndo provoca reducdo no numero de fetos
vivos e nem do peso umido do utero/ovario

O tratamento do 5° ao 15° reduz o numero de fetos nascidos vivos;
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Resumo 83

A raiz da Simaba ferruginea St Hil. (calunga) tem sido utilizada na medicina
popular, por suas a¢des nas Ulceras gastro-duodenais, na febre, na diarréia, e
nos processos dolorosos e inflamatérios. Estudos farmacoldgicos tém ratificado
algumas destas acles, porém seus efeitos sobre o comportamento e a
reproducéo ndo estdo completamente elucidados. Com este trabalho objetivou-
se estudar os efeitos do extrato hidroalcodlico (etandlico 70%) do rizoma da
Simaba ferruginea St Hil. (calunga) (EHSF), nas atividades comportamentais,
na fertilidade, desempenho reprodutivo, e as consequéncias no
desenvolvimento intra-uterino dos filhotes de ratas adultas da linhagem Wistar.
Para tanto os animais foram tratados com EHSF nas doses de 50, 100 e 500
mg/kg para a determinacao das atividades comportamentais e nas doses de 50
e 100 mg/kg para verificar os efeitos no ciclo estral e durante a prenhez. A
administracdo do EHSF 30 min antes do teste, aumentou a locomoc¢ao no teste
de campo aberto, e ndo alterou o parametro levantar, ja no teste do labirinto em
cruz elevado houve aumento no niamero de entradas no bragco aberto e uma
reducao no braco fechado. Os animais submetidos ao tratamento 1 hora antes
do teste e ao tratamento prolongado por 15 dias antes do teste né&o
apresentaram alteracbes nos testes de campo aberto e labirinto em cruz
elevado. O estudo do ciclo estral mostrou que 100% das ratas ciclaram
normalmente, ndo foram observadas alteracdes no ganho de peso, consumo
de agua e racao; peso umido dos 6rgaos como coracao, figado, pulmdes, baco,
rins, Gtero e ovarios. O tratamento por 15 dias antes do acasalamento, reduziu
a implantacdo com a dose de 100 mg/kg, reducdo semelhante também foi
observada quando os animais foram tratados com 50 e 100 mg/kg de EHSF do

1° ao 6° dia de prenhez; ja o tratamento com a dose de 50 mg/kg do 8° ao 16°
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dia, reduziu o numero de fetos vivos; e o tratamento do 8° ao 16° dia com 50
mg/kg de EHSF reduziu o numero de filhotes nascidos vivos. Com relacao aos
pesos umidos dos uteros/ovarios ndo houve alteracdes, foram verificados
filhotes mortos em 2 fémeas tratadas do 8° ao 16° dia de gestacdo e também
em 2 fémeas tratadas do 15° ao 20° dia de tratamento. Os dados encontrados
neste trabalho apontam concentragcdo normal de horménios do eixo hipotalamo
hipofise gonodal, porém sugerem interferéncia do extrato em todas as fases do
desenvolvimento embrio-fetal fazendo necessarios novos trabalhos para

elucidacao destes dados.
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The root of the Simaba ferruginea St Hil. (calunga) has been used in the popular
medicine, for its action on ulcers, fever, diarrhea, pain and inflammatory processes.
Pharmacological studies have ratified some of these effects, however its action on
behavior and reproduction are not completely elucidated. The aim of this work was to
study the effects of the hydroalcoholic extract (ethanol 70%) of the root of the Simaba
ferruginea St Hil. (calunga) (HESF), on general activity, anxiety, fertility, and
reproductive performance of adult rats. Animals were treated with HESF in the doses
of 50, 100 or 500 mg/kg in behavioral experiments and with 50 or 100 mg/kg during
estral cycle and pregnancy. The administration of HESF, 30 min before the test,
increased locomotion and it did not modify rearing in the open field test. In the plus
maze test it was an increase in the number of entrances in the open arm and a
reduction in the closed arm. The animals submitted to the treatment 1 hour or for 15
consecutive days before the test did not presented alterations in open field and plus
maze tests. The study of the estral cycle showed that 100% of the rats cycled
normally. It had not been observed alterations in body weight, water and food
consumption Wet weight of heart, liver spleen, lungs, kidneys, uterus and ovaries
was not modified The treatment during 15 days with the dose of 100 mg/Kg before
mating impaired embryos’ implantation. Similar reduction was observed when the
animals had been treated with 50 or 100 mg/Kg of HESF from 1° to 6° day of
pregnancy; the treatment with the dose of 50 mg/Kg from 8° to 16° day, reduced the
number of embryos; and the treatment from 8° to 16° day with 50 mg/Kg of HESF
reduced the numbers of offspring. Wet weights of ovaries and uterus were not
modified. —HESF presented toxic effect in the first days of gestation. Following this

abortive action no teratogenic activity and/or toxic property were observed.
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