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Resumo

O rizoma da Simaba ferruginea St. Hil tem sido utilizado, popularmente, para tlceras, febres, diarreias e processos inflamatorios. Estudos
farmacologicos tém ratificado algumas destas a¢des. Entretanto, os efeitos na reprodugdo ndo estdo elucidados. O objetivo deste trabalho foi
estudar efeitos do extrato hidroetandlico (70%) do rizoma da Simaba ferruginea St. Hil (EHSF) na reproducao de ratas Wistar e conseqiiéncias
desses efeitos no desenvolvimento intra-uterino da prole. Para tanto, os animais foram tratados com EHSF 50 ¢ 100 mg Kg' ou agua destilada
por 15 dias e verificaram-se os efeitos no ciclo estral, acasalamento, niimero de fetos no utero, peso tmido do ttero/ovario, consumo de agua e
ragdo, peso de outros 6rgaos internos e nos parametros bioquimicos do soro. O estudo do ciclo estral mostrou que 100% das ratas completaram
o ciclo, e ndo foram observadas alteragdes no ganho de peso corporal, consumo de agua e ragdo, peso umido do coragdo, figado, pulmdes,
baco, rins e itero/ovario; porém, a concentra¢ao da aspartato aminotransferase (AST) foi aumentada. A implantagao dos fetos foi reduzida com
a maior dose. Estes dados sugerem que o EHSF pode apresentar hepatotoxicidade, e que a redugdo no numero de fetos implantados néo esta
relacionada com interferéncia no ciclo estral nem no acasalamento.

Palavras-chave: Simaba Ferruginea. Reproducéo. Ratas. Prole. Toxicidade

Abstract

The rhizome of Simaba ferruginea St. Hil has been popularly used in the treatment of ulcers, fever, diarrhea and inflammatory processes.
Pharmacological studies have ratified some of these actions. However, the effects on reproduction have not been elucidated. This study aimed
to study the effects of the hydroethanolic extract (70%) from the rhizome of Simaba ferruginea St. Hil (EHSF) on the reproduction of Wistar
rats and the consequences on the intrauterine development of offspring. For this purpose, the animals were treated with EHSF 50 and 10 mg
Kg' or vehicle for 15 days and effects on the estrous cycle, mating, amount of fetuses in the uterus, uterus / ovary fresh weight, consumption
of water and food, weight of the other internal organs and biochemical parameters of the serum were observed. The study of the estrous cycle
showed that 100% of the rats preserved the cycling sequence, and alterations on the body weight gain, consumption of water and food, fresh
weight of heart, liver, lungs, spleen, kidneys and uterus / ovary were not observed,; however, the concentration of aspartate aminotransferase
(AST) was increased. The implantation of fetuses was decreased with administration of the highest dose. This data suggest that EHSF may
increase hepatoxicity, and that the reduction on the amount of implanted fetuses is not related with the interference on neither estrous cycle nor
mating. Further studies are necessary in order to explain this data.

Keywords: Simaba ferruginea. Reproduction. Rats. Offspring. Toxicity.

1 Introducio para determinacdo dos potenciais toxicos. Especialmente

A milhares de anos as plantas medicinais vém sendo quanto a toxicidade durante a gestacdo, quando pode ocorrer

utilizadas como recurso terapéutico em todo o mundo
(ARNOUS et al., 2005). Muitos paises, hoje em dia so
permitem o uso de fitoterapicos com prescrigdo médica
(MARCONATO et al., 2019).

No Brasil o primeiro fitoterapico foi registrado em 1929,
na primeira edi¢do da Farmacopeia Brasileira (BRANDAO
et al, 2006). Varias décadas se passaram e ainda hoje os
fitoterapicos sofrem restricdes quanto ao uso e aceitagdo,
devido ao reduzido nmimero de estudos que comprovam a
acdo biologica e seguranca quanto a efeitos toxicos agudos,
cronicos e em especial a toxicidade reprodutiva (SHARAPIN,
1999; SONAGLIO, 1987).

Em relagdo a reprodugéo, ha grande necessidade de estudos
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alteragdes fetais decorrentes da exposicdo da mae a agentes
quimicos, efeitos abortivos, teratogénicos e citotoxicos
(SGUAREZI et al., 2017)

A maior parte dos fitoterapicos que sdo utilizados
atualmente ndo tem o perfil toxicolégico bem conhecido
(CAPASSO et al., 2000; VEIGA-JUNIOR e MELO, 2008) e
sdo raros os trabalhos relacionados a efeitos sobre reproducao
e desenvolvimento. Evidéncias cientificas de ocorréncia
de intoxicagOes e efeitos colaterais relacionados com o uso
de plantas medicinais e fitoterapicos constituem-se em
informagdes que dificilmente chegam ao alcance dos usuarios
atendidos nos servigos publicos de saude (ALEXANDRE
et al., 2008; SILVA et al., 2006; SILVEIRA, BANDEIRA ¢
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ARRALIS, 2008).

Os produtos fitoterapicos de acordo com a legislagdo
brasileira de toxicidade reprodutiva devem comprovar a
eficacia e a seguranga, através da realizagdo de avaliagdo
de efeitos sobre a performance reprodutiva, o que envolve
critérios de infertilidade e efeitos adversos no decorrer da vida
intra e extrauterina, efeitos adversos sobre a gestante, durante
o parto e acompanhamento do desenvolvimento pds-natal
(CARVALHO et al., 2008).

A Simaba ferruginea St. Hil (Simaroubaceae), conhecida
como calunga ou fel-da-terra, é planta nativa do cerrado Mato-
grossense, utilizada popularmente para o tratamento de ulceras
gastricas, febres, diarreias, dores e inflamagdes (LORENZI,
2002; MARCELLO, 2001). Estudos
evidenciaram os efeitos anti-ulcerogénicos nos modelos de
indugdo por etanol e indometacina (MARCELLO, 2001);
atividade anti-Glcerogénica e anti-nociceptiva (NOLDIN,
2005); e atividade antimicrobiana (SILVA JUNIOR, 2009);
Em relacdo a reprodugio foi verificado redugdo do niimero de
fetos nas fases gestacionais de organogénese e periodo fetal,

farmacologicos

bem como redugdo no numero de descendentes nascidos vivos
(VANZELER et al., 2015). Porém faltam relatos de atividades
toxicoldgicas sobre o ciclo estral, fertilidade e desempenho
reprodutivo (acasalamento e prenhez). O presente trabalho
objetivou avaliar o efeito do extrato hidroetanélico de Simaba
ferruginea St. Hil (calunga) (EHSF) no ciclo estral, fertilidade
e desempenho reprodutivo em ratas Wistar, bem como
verificar efeitos toxicos sobre 6rgaos internos destes animais.

2 Material e Métodos
2.1 Coleta e identificacio da planta

Foram coletados rizomas de Simaba ferruginea St. Hil
no dia 14 de fevereiro de 2004, na Fazenda Experimental da
Universidade Federal de Mato Grosso (UFMT) localizada em
Santo Antdnio do Leverger - MT, a 30 Km ao sul de Cuiaba —
MT em altitude de 141 m; latitude de 15°47° 117 S e longitude
de 56° 04° 47" W.

A identifica¢do taxonomica foi realizada pelo Prof. Dr.
Germano Guarim Neto, do Departamento de Botanica e
Ecologia do Instituto de Biociéncias da Universidade Federal
de Mato Grosso. As amostras testemunhas do material florifero
e herborizado encontram-se depositadas no Herbario Central
da Universidade Federal de Mato Grosso, (exsicata n®22591).

2.2 Preparo do extrato

Os rizomas de Simaba ferruginea St. Hil foram limpos,
secos a temperatura ambiente e triturados em moinho
elétrico. O po resultante foi pesado e macerado em solugdo
hidroetanolica a 70% (v/v), na propor¢ao de 1:3 (p/v), por 7
dias. Ap6s esse periodo, os macerados foram filtrados em papel
de filtro (n® 170g). O filtrado foi submetido a rotaevaporagao,
a45°+1°C, sob pressdo reduzida (625 mmHg), até obtencdes
dos extratos fluidos. Estes foram postos em estufa a 45°C, até
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a completa eliminacdo do solvente. Apds a eliminagdo do
solvente o extrato hidroetandlico de Simaba ferruginea St.
Hil (EHSF) foi armazenado em fraco ambar e mantido vedado
dentro de geladeiraa 4 +2 °C.

2.3 Animais

As ratas utilizadas no experimento sao albinas e pertencem
a espécie Rattus norvegicus, linhagem Wistar, adultas com
aproximadamente 2 meses de idade, pesando entre 200 e
250 gramas. Todas provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal de Mato grosso (UFMT). Elas eram
mantidas em gaiolas de polipropileno a 22 + 1 °C, em ciclo
claro-escuro de 12 h (de 7:00h as 19:00h), controlado por
“timer” da marca Fox Lux. Os animais tinham acesso livre a
agua e ragdo Purina® (Labina).

2.4 Comissao de ética em experimentacio animal

Este trabalho foi avaliado pela Comissdo de Etica da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de Sao
Paulo (CEEA), (protocolo no 123, 2006). Os estudos foram
realizados de acordo com as normas do Coédigo de Etica
Profissional do Médico Veterinario e do Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (COBEA).

2.5 Efeitos do EHSF no ciclo estral de ratas

Para este procedimento foram selecionadas 36 ratas
de aproximadamente 02 meses de idade, virgens, sadias e
ciclando normalmente por 03 ciclos consecutivos. Estes
animais foram randomicamente divididos em 03 grupos e
tratados por 15 dias do seguinte modo: grupo 1- tratadas com
EHSF 50 mg Kg''; grupo 2- tratadas com EHSF 100 mg Kg';
grupo 3 (controle) - tratadas com agua destilada por gavagem
orogastrica. O ciclo foi acompanhado através de observacdes
microscopicas diarias do esfregago vaginal. Os esfregacos
foram feitos sempre entre 10 h e 12 h da manha, através da
aplicagdo de 0,5 mL de solugdo de NaCl 0,9% na vagina,
com uma pipeta de plastico de 1 mL, seguida de aspirag¢ao do
lavado. O material pipetado era depositado sobre uma lamina
e levado ao microscdpio 6tico e observados as fases do ciclo
estral, segundo Hankness e Wagner (1993) e Barril et al,
(2016). As ratas deste experimento foram pesadas a cada 02
dias e ao final do periodo de tratamentos, foram sacrificadas e o
soro coletado, para analise de alguns parametros bioquimicos.

2.6 Efeitos do EHSF na fertilidade e desempenho
reprodutivo de ratas

Trinta ratas ciclando normalmente por 3 ciclos
consecutivos foram tratadas por 15 dias com EHSF do
seguinte modo: 10 animais com a dose de 50 mg Kg', 10
animais com 100 mg Kg'!, ¢ 10 animais com agua destilada
(grupo controle). Durante o periodo de tratamento o ciclo
estral foi acompanhado diariamente, ¢ no 15° dia as ratas

foram acasaladas. Apos o acasalamento o lavado vaginal
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continuou sendo observado diariamente até o aparecimento
de espermatozoide e / ou tampao mucoso (12dia de prenhes).
No 10° dia de prenhes, todas as ratas foram sacrificadas
com éter etilico e feita a laparotomia exploratoria, apos este
procedimento, foram retirados e pesados o Utero e ovarios,
contados os fetos e verificado a presenga ou auséncia de
reabsorgao fetal.

2.7 Analise estatistica

Os resultados estdo expressos em Média + Erro Padrao
e a diferenga entre os grupos foram verificados através do
teste de Andlise de Variancia (ANOVA), seguido pelo teste
de Dunnett’s ou de Student-Newman-Kelus, sendo o nivel de
significancia estatistica considerado (p<0,05).

3 Resultados e Discussao

O Quadro 1 mostra que 100% das ratas controle e tratadas
com EHSF (50 ¢ 100 mg Kg!) ciclaram normalmente durante
os 15 dias de tratamento, e ndo houve alteragao estatisticamente
significante na duragao do ciclo (teste de ANOVA).

Quadro 1 - Influéncia da administragdo do extrato hidroetanolico
de Simaba ferruginea St. Hil por gavagem orogastrica, durante 15
dias, no ciclo estral de ratas

Ciclo Estral
Tratamentos | Ne | o4, de Ratas que D ur;n)gfﬁo em
. ias
Ciclaram (Média + EP)
Agua destilada | 12 100 4,6+0,1
EHSF 50 mg Kg!' | 12 100 424+0,1
EHSF 100 mg Kg! | 12 100 3,9+0,1

Teste estatistico ANOVA, uma via; EP (Erro Padrao); Ne = niimero de
animais

Fonte: Dados da pesquisa.

O Quadro 2 mostra que o Pré-tratamento por 15 dias de
ratas com EHSF 100 mg Kg! provocou redugéo no numero de
fetos implantados (7,9 + 3,3) em comparagdo ao grupo controle
(10,7 £ 1,5) (p<0,05 Teste de ANOVA seguido de Dunett); ja
a dose de 50 mg Kg™! ndo provocou diferenga estatisticamente
significante no numero de fetos implantados. Ainda foi

alteragdes, entre os grupos tratados com EHSF 50 mg Kg!
(0,011 £ 0,004) e 100 mg Kg! (0,009 + 0,005) em relagdo
ao grupo controle (0,01 £ 0,002) (p>0,05 Teste de ANOVA),
respectivamente (Quadro 3).

Quadro 3 - Efeito do extrato Simaba ferruginea St. Hil por
gavagem orogastrica, durante quinze dias, no peso umido ttero/
ovario de ratas. Dados em Média + Erro Padrao

Traramentos Ne Peso umido utero/ovario (g)
Agua destilada 10 0,01 £ 0,002

EHSF 50 mg Kg' | 10 0,011 +0,004

EHSF 100 mg Kg!' | 10 0,009 + 0,005

Teste estatistico = ANOVA uma via; Ne = niimero de animais por grupo;
EHSF (extrato de Simaba ferruginea St. Hil).
Fonte: Dados da pesquisa

O tratamento com EHSF (50 e 100 mg Kg™!) por 15 dias
ndo alterou o consumo de ragdo, o consumo hidrico nem o
peso corporal das ratas quando comparadas ao grupo controle
(tratados com agua destilada) (teste de ANOVA) (Quadros 4,
S5eo).

Quadro 4 - Efeito do extrato Simaba ferruginea St Hil. por
gavagem orogastrica, durante 15 dias, no consumo de ragdo de
ratas. Dados em Média + Erro Padrio

Consumo de raciao (g)
Dias de EHSF
Tratamento Agua 50 mg Kg! 100 mg Kg!
destilada (12) (12) (12)
20 21,6 £1,2 194+1.2 189+ 1.1
4o 23,5+£0.9 21.3+£0.6 205+1.7
6° 243+1.1 22.2+1.8 19.9+2.1
8 249+1.6 23.7+1.3 219+14
100 21,8 +£0.8 20.6£0.7 19.8+0.8
12¢ 26,2+ 1.6 24.6+1.7 23.6+1.8
150 204 +£2.1 27.5+£0.9 26.4+0.9

Teste Estatistico ANOVA; (12) nimero de animais por grupo; EHSF
(extrato de Simaba ferruginea St. Hil)
Fonte: Dados da pesquisa.

Quadro 5 - Efeito do extrato Simaba ferruginea St Hil. por
gavagem orogastrica, durante 15 dias, no consumo hidrico de
ratas. Dados em Média + Erro Padrao

verificado que 100% das ratas procederam acasalamento. Consumo hidrico (mL)
u idri
Quadro 2 - Numero de ratas que acasalaram e de fetos implantados Dias de EHSF
apos pré-tratamento por 15 dias com Simaba ferruginea St. Hil Tratamento Agua destilada | 50 mgKg' | 100 mg Kg'
por gavagem orogastrica. Dados em Média + Erro Padrao (12) (12) (12)
% de féemeas | Nimero de fetos 20 424+28 413+1.5 389+1.8
Tratamento Ne 1 .
i que acasataram Vivos 40 53.5+1.9 51.3+2.5 50.5+2.5
Agua destilada | 10 100 10,7+ 1,5 6° 543418 | 522418 | 49925
EHSF 50 mg Kg™ | 10 100 9027 80 599+16 | 568423 | 519+18
EHSF 100 mg Kg | 10 100 _79%3,3% 100 61818 | 606417 | 598+1.9
* p<0,05, em relagdo ao grupo controle; teste estatistico de ANOVA uma "
via, seguido do teste de Dunett; Ne = ntimero de animais por grupo, EHSF 12¢ 66.5+2.6 64.9+3.5 63.1+2.5
extrato de Simaba ferruginea St. Hil 15¢ 69.4+52 67.5+2.4 65.4+3.1

Fonte: Dados da pesquisa.

Quanto ao peso relativo do ovario / tGtero, ndo houve
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ANOVA, uma via, (12) numero de animais por grupo; veiculo = agua
destilada, EHSF (extrato de Simaba ferruginea St. Hil)
Fonte: Dados da pesquisa.
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Quadro 6 - Influéncia do extrato Simaba ferruginea St Hil. ou
agua destilada por gavagem orogastrica, durante 15 dias, no peso
corporal de ratas. Dados em Média + Erro Padrio

Peso Corporal (g)
Dias de EHSF
Tratamento | Agua destilada | 50 mg Kg' 100 mg Kg'!
(12) 12) (12)
20 236 +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+59
8° 246 +5.3 229 +5.3 222+2.6
10° 251+4.8 238 +£2.7 243 +49
120 248 +£3.6 243 +3.8 237 +3.5
15¢ 255+6.2 249 +5.8 239+3.2

ANOVA, uma via; (12) nimero de animais por grupo; EHSF (extrato
Simaba ferruginea St. Hil).

Fonte: Dados da pesquisa.

O teste de ANOVA seguido do teste de Student-Newman-
Kelus, mostrou aumento dos niveis de ALT (p<0,01), porém
ndo foi observada alterac@o estatisticamente significante nos

demais parametros bioquimicos (Quadro 7).

Quadro 7 - Efeito do tratamento com extrato de Simaba ferruginea
St Hil. por gavagem orogastrica durante 15 dias na concentragdo
de uréia, transaminase oxalacética e piruvica, proteinas totais,
albumina e glicose. Dados em Média + Erro Padrao

Medida EHSF
Veiculo 50 mg Kg'! 100 mg Kg'!
10) 10 10)
UréiamgdL' | 45+4,1 484+25 | 384+19
AST (U/) | 429+153 | 39224243 | 5354 +204*
ALT (U/N) | 317,6+3,7 | 3063+42 | 3034+53
Proteinas
Totaismg L | 5% 015 7,7+04 9,6+ 0,96
Albug‘Llf}a Me1 2603 2,840, 34402
Gh‘g’iﬁ ME | 110,6+73 | 99,6+52 | 1054+62

AST = aspartatoaminotranferase; ALT = alaninaaminotransferase; EHSF
(extrato de Simaba ferruginea St. Hil); Teste estatistico ANOVA, seguido do
teste de Student-Newman-Kelus; *p<0,01; (10) nimero de animais por grupo
Fonte: Dados da pesquisa.

Os pesos relativos do figado, coracdo, bago, pulmdes e
rins, ndo sofreram alteragdes estatisticamente significantes
pelo tratamento com EHSF (Teste de ANOVA) (Quadro 8).

Quadro 8 - Efeito da administragao oral do extrato Simaba ferruginea St Hil, por 15 dias, sobre os pesos relativos de 6rgaos internos,

em ratas (Média = Erro Padrao)

(Peso imido do 6rgio / Peso do animal) x 100 (Média + EPM)
Tratamento Figado Coracao Pulmao Rim Baco

Agua destilada 3,9+ 0,06 0,35+0,01 0,61 £0,02 0,81 +0,01 0,21 £ 0,01
EHSF 50 mg Kg! 4,3+0,07 0,39 £ 0,02 0,68 = 0,03 0,78 £0,01 0,24 £ 0,01
EHSF 100 mg Kg! 4,2+0,10 0,34+ 0,01 0,62 +0,01 0,73 £ 0,06 0,19+0,01

Teste estatistico de ANOVA, uma via, 10 animais por grupo; EHSF (extrato Simaba ferruginea St. Hil).
Fonte: Dados da pesquisa.

O tratamento com EHSF ndo alterou o ciclo estral (Quadro  (GALIMBERTI e al, 2001; KATO MORISHIGE;

1), sugerindo que o extrato ndo interferiu nas concentragdes
de hormonios hipotalamicos-hipofisarios, pois ¢ sabido que o
ciclo estral normal ¢ dependente de concentracdes fisiologicas
destes hormonios (DUARTE 2017; MADELLA-OLIVEIRA;
QUIRINO; PACHECO, 2014; SARAIVA et al., 2010).
Modificagdes na producdo e liberacdo de hormonios sdo
identificadas como determinantes no inicio da fase pubere
e entre os hormonios destacadamente importantes estdo

os estrogenos, as gonadotrofinas e horménio liberador de
gonadotrofinas (ALMEIDA et al., 2013, p.3).

Também foi observado que todas as ratas acasalaram
(Quadro 2), mostrando que o EHSF ndo alterou o
comportamento sexual destes animais, isto sugere que o0s
niveis de estrogénios também estavam adequados durante o
estro, estando de acordo com Oliveira (2002); Santos et al.
(2003), que afirmam que niveis normais de estrogénios sdo
necessarios para a aceitagdo do macho e acasalamento.

A dose de 100 mg Kg' de EHSF reduziu o nimero de
fetos presentes na tuba uterina das ratas pré-tratadas por
15 dias (Quadro 2), sugerindo a possibilidade de redugdo
na concentracdo plasmatica de progesterona, pois baixos
niveis deste horménio interferem na viabilidade do embrido
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ROTHCHILD, 1979; MARQUES et al, 2013). Por outro
lado, o Quadro 3 mostra que o peso do utero/ovario ndo foi
alterado pelo tratamento com EHSF. A determinacdo do peso
do ovario, ainda que seja um processo grosseiro, constitui uma
forma indireta de avaliar o estado progestacional materno,
pois o maior componente ¢ formado por corpos liteos que
aumentam de volume ao longo da gestagao e sdo as principais
fontes de progesterona, conforme Souza, Guerra e Peters
(1997); e Vanzeler et al. (2015). Estes dados enfraquecem
o argumento de que a reducdo do numero de fetos vivos
na tuba uterina (Quadro 2) tenha relagdo com a reducdo de
progesterona.

Segundo Roblero, Fernandez e Croxatto (1987), a
sincronia entre o desenvolvimento embrionario, o transporte
para o Ttero e a preparagdo do endométrio é necessaria para a
implantacdo; desta forma, o EHSF poderia estar interferindo
com esta sincronia ou interferindo na divisdo celular e assim
prejudicando a implantagdo. O extrato ainda poderia estar
influenciando a musculatura lisa do tutero, pois segundo
Brandolt ef al. (2007), substancias que relaxam ou provocam
espasmos na musculatura lisa podem interferir no transporte
de embrides, dificultando a implantacao.
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O EHSF néo alterou o consumo de ragao (Quadro 4), de
agua (Quadro 5) e nem o ganho de peso das ratas (Quadro
6). Levando-se em considerag@o estes parametros, o extrato
ndo apresenta toxicidade para ratas adultas, estando de acordo
com Chahoud et al. (1999), De Sousa et al. (2013) e Lemdnica
(2001), que descrevem alteragdes destes parametros como
indicativos de toxicidade materna. Por outro lado, o EHSF 100
mg Kg' aumentou AST (Quadro 7), indicando possibilidade
de hepatotoxicidade, estando de acordo com Gonzalez e Daza
(2003) e Marcello (2001).

Alteracdes no organismo materno causam alteragdes do
desenvolvimento embrionario, conforme Khera e Hook,
(1987). Este autor correlacionou malformagdes fetais de
baixa freqiiéncia como exencefalia, encefalocele, anoftalmia
e outras, a reducdo do peso materno. Embora essa relagao
tenha sido contestada por Chahoud et al., (1999), ndo existem
davidas de que a toxicidade materna pode influenciar no
desenvolvimento do embrido. Neste trabalho, observa-se
importante dado de toxicidade materna, a reducdo de ALT.
Este poderia estar influenciando indiretamente a fixagao ou o
desenvolvimento dos fetos no tutero.

4 Conclusao

Com estes dados, pode ser concluido que o EHSF em
doses mais altas pode apresentar hepatotoxicidade, e que a
redug@o no nimero de fetos implantados ndo esta relacionada
com interferéncia no ciclo estral nem no acasalamento. Outros
trabalhos serfo necessarios para esclarecer estes dados.
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